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C A P \ T U L 0 01 

OxidaqAo de Lipidios EM Alimentos 

Introdugao 

Oleos e gorduras sao partes de um grupo de compostos 
denominados lipidios, sendo os triacilglicerois os tipos de lipidios mais 
comuns em alimentos. E passivel de diversas alterapoes quimicas durante 
o processamento, armazenamento e consumo do alimento, gerando 
substancias desejaveis ou nao ao flavor. O controle dessas reapoes requer 
o conhecimento da quimica dos lipidios. 

Os lipidios, particularmente oleos e gorduras, constituem os 
principals componentes dos alimentos insoluveis em agua. Em contraste 
com proteinas e carboidratos, oleos e gorduras possuem poucos sitios 
reativos na molecula, de modo que a ocorrencia de reagoes durante o 
processamento e armazenamento do alimento e menos variada que a de 
componentes soluveis em agua. 

Os lipidios ocorrem em quase todos os tipos de alimentos, e a 
maioria deles (~ 90%) e encontrada na forma de triacilglicerois. Os 
icidos graxos naturais presentes nos alimentos possuem cadeia linear e 
numeros pares de carbono, os quais podem ser saturados ou insaturados 
com ate seis duplas liga^oes. Alem dos trigliceridios, os alimentos 
lambem possuem outros tipos de lipidios, como fosfolipidios, 
glicolipidios, esfingolipidios e lip opr ot etnas. 

Quimicamente, os triacilglicerois sao esteres de glicerol contendo 
ires acidos graxos. (eq. 1.1) Cada acido graxo pode conter diferentes 
numeros de atomos de carbono e diferentes graus de insatura?ao. A 
existencia de varios tipos e a possibilidade de serem alocados em 
diferentes posi^oes na estrutura do glicerol significam que pode haver um 
grande numero de moleculas possiveis de triacilglicerol no alimento. 
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eq. 1.1 


H 



H-C-OH HOOC-R, 
I 


Reagao de esterificacao ^ :_ q 


H-C-OH + HOOC-R, 
I ^ 

H-C-OH HOOC-R 3 
I 


PM = 41 Hj PM = 650-970: 


H 

Glicerol 


Influencia as 

caracteristicas 

fisico-quimicas 


Os efeitos da oxida 9 ao afetam a maioria dos componentes no 
alimento, incluindo os micros nutrientes (cox, flavor, vitaminas e minerals). 
Os macroconstitumtes (carboidratos, lipidios e protemas) tambem sao 
sensiveis a oxida 9 ao. O branqueamento dos pigmentos, destruiqao de 
vitaminas, formaqao de flavor desagradavel e ligaqoes cruzadas (textura) sao 
resultados bem conhecidos da oxidaqao em alimentos. 


Acidos graxos 


Ocorrem como componentes dos lipidios nas membranas 
(fosfolipidios e glicolipidios), triacilglicerol em oleos vegetais e peixes, e 
no tecido adiposo em animais. Os acidos graxos de ocorrencia natural sao 
agrupados em dois tipos: saturados e insaturados (Tabela 1.1). Ambos 
possuem um grupamento carboxilico na extremidade polar e uma cadeia 
de hidrocarbonetos na cauda apolar (CH 3 - (CH 2 ) X - COOH). Sao 
compostos anfipaticos, pois o grupamento carboxilico e hidrofilico e a 
cauda de hidrocarboneto e hidrofobica. O grupamento carboxilico pode- 
se ionizar em cond^oes adequadas. 

Os acidos graxos saturados presentes em organismos vivos 
normalmente possuem um numero par de atomos de carbono e a cadeia 
de hidrocarbonetos nao e ramificada possuindo baixa reatividade. Sao 
subdivididos em cadeia curta (C 4 a Ci 0 ), media (C , 2 a Q 4 ), longa (C ]6 a 
C 22 ) e muito longa (> C 22 ). Existindo liga^oes duplas entre os atomos de 
carbono na cadeia, o acido graxo e insaturado, podendo ser conjugado 
quando a insaturacao altema com a liga?ao simples (-C = C- C = C-) 
ou nao-conjugado quando a liga^ao dupla e separada por um ou mais 
atomo de carbono contendo ligaijoes simples (- C = C - C n - C = C -), 
possuem alta reatividade. 
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Os acidos graxos podem apresentar uma ou mais insaturagao, 
sendo separados em monoinsaturados ou polinsaturados, e ainda pode 
apresentar duas configuragoes possiveis, cis ou tram, dependendo da 
posigao dos grupos alquila. Embora a maioria das fontes naturais de 
gorduras insaturadas ocorra na configuragao cis, acidos graxos trans 
tambem ocorre em alimentos. 

Pequenas quantidades de acidos graxos trans ocorre naturalmente 
em leite de ruminantes em razao da hidrogenagao resultante da 
fermentagao anaerobica no rumen (Tabela 1.17). Em manteiga, sao 
encontrados baixos niveis (~3%), e por comparagao, oleos vegetais 
hidrogenados possuem de 30 a 40% de acidos graxos trans. 

Aspectos significantes em lipidios e o seu conteudo de 
diferentes tipos de acidos graxos: saturados, monoinsaturados e 
polinsaturados. Todos os oleos/gorduras possuem uma mistura 
complexa de todos os tres tipos de acidos graxos. Portanto, e incorreto 
descrever o oleo/gordura como saturado ou insaturado, pois somente 
seus acidos graxos constituintes podem ser assim descrito. Por 
exemplo, a gordura de porco e freqiientemente classificada como 
saturada, muito embora em torno de 60% dos acidos graxos 
constituintes sejam insaturados (Tabela 1.2). De forma similar entre os 
oleos vegetais, o oleo de palma e freqiientemente classificado como 
saturado, muito embora 50% de seus acidos graxos sejam insaturados. 

Triacilglicerol 

Os acidos graxos ocorrem em alimentos principalmente na forma 
de esteres com o alcool glicerol (eq. 1). Os esteres predominantes sao os 
triacilglicerois, acompanhados de quantidades menores de mono-, 
diacilglicerois e acidos graxos. O glicerol e um composto simples que 
contem tres grupamentos hidroxila. Quando os tres grupamentos alcool 
formarem ligagoes ester com acidos graxos, o composto resultante ser& 
um triacilglicerol. Observe que os tres grupos ester estao na parte polar da 
molecula, ao passo que a cauda dos acidos graxos e apolar. E comum que 
tres acidos graxos diferentes estejam esterificados ao grupamento alcool 
da mesma molecula do glicerol. Os triacilglicerois nao sao componentes 
das membranas, sendo acumulado no tecido adiposo e constitui um meio 
de armazenamento de acidos graxos. 




Tabela 1.1 - Acidos graxos: nome trivial e sistematico 
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C14:1 Ac. miristoldico Cis-9-ac. tetradecenoico CH 3 -{CH 2 ) 3 - CH = CH -<CH 2)7 - COOH 

C16:1 Ac. palmitoleico' Cis-9-dc. hexadecenoico CH 3 -(CH 2 ) 5 - CH = CH -(CH 2 )7 - COOH 

C18:1 Ac. oldico Cis-9-dc. octadecenoico CH 3 -(CH 2 ) 7 - CH = CH -(CH 2)7 - COOH 

C20:1 Ac. gadoleico Cis-9-ric. eicosendico CH 3 -(CH 2 ) 9 - CH = CH -(CH 2 )7 - COOH 

C22:1 Ac. erucico Cis-13-ac. docosoendico CH 3 -(CH 2 ) 7 - CH = CH -(CH 2 )i 1 - COOH 
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encontrado principalmente em 61eos vegetais. 








Tabela 1.2 - Composi^ao aproximada (%) dos principals acidos graxos em oleos e gorduras 
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T (tra£Os) < 0,2%. 

Mamona: (48%): (16:0 = 1%), (18:1 = 3%), (18:2 =4%) e (18:1 - 120H > 90%) 

(CHj - (CH 3 ), - CH - CH 2 - CH = CH - (CH,), - COOH - Ricinolfico (18:1-120H) 
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Reagoes de oxidagao 

As reagoes de oxidagao em lipidios estao entre as mais freqiientes 
em alimentos. Sao causados pelo oxigenio atmosferico, menos 
freqiientemente pelo ozonio, peroxido, metais e outros agentes oxidantes 
(Apendice 1). As reagoes de oxidagao ocorrem quando eletrons sao 
removidos de um atomo ou grupos de atomos, e para cada reagao de 
oxidagao ha uma reagao de redugao correspondente envolvendo a adigao 
de eletrons a um atomo ou grupos de atomos. 

As reagoes de oxirredu^ao sao comuns em sistemas biologicos, 
sendo algumas beneficas para o alimento, enquanto outras possuem efeito 
detrimental, incluindo a degrada?ao oxidativa de vitaminas, pigmentos e 
acidos graxos essenciais, com consequente perda de valor nutritivo, alem 
do desenvolvimento de sabor e odor desagradaveis (Figura 1.1). 

A oxida^ao da-se por meio da perda de eletrons durante a 
transference destes de uma substancia a outra, um de cada vez ou em 
pares. Por exemplo, em uma rea^ao quimica na qual determinada 
substancia e oxidada pela transference de dois eletrons, formando um 
produto final estavel, a oxida^ao pode ocorrer unicamente em um estadio, 
durante o qual ambos os eletrons sao transferidos, ou em dois estadios, 
pela transference de um de cada vez, com formagao intermediaria de um 
radical livre. Se esta forma intermediaria e instavel, rapidamente se perde 
o segundo eletron, formando um produto final estavel, o que 
conseqiientemente ocorreria apenas em concentra^ao extremamente baixa 
e de dificil detec 5 ao. A oxidagao de lipidios e um exemplo tfpico de 
reagao envolvendo a formagao de radicais livres. 
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Figura 1.1 - Altera?6es quimicas no alimento, provocadas pela oxida?ao 
de lipidios durante o processamento e armazenamento. 
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Fatores Que Aceleram a Oxidacao 

As reagoes de oxidagao podem ser influenciadas por diversos 
fatores, como calor, luz, reagoes de ionizagao, tragos de metais (cobre e 
ferro), pelas metaloprotemas e pela lipoxigenase. 

1 - Composigao de acidos graxos: o numero, posigao e a geometria das 

insaturagoes afetam a velocidade da oxidagao. Para o araquidonico, 
Iinolenico, linoleico e oleico a velocidade da oxidagao sao 
aproximadamente 40:20:10:1, respectivamente. Acido graxo cis 
oxida mais rapidamente que o seu isomero trans, e as ligagoes 
conjugadas sao mais reativas que a nao-conjugada (p. 17). 

2 — Acido graxo livre e correspondente acilgliceroi. os acidos graxos 

oxidam mais rapido quando livres que na forma esterificado. A 
velocidade da reagao de oxidagao depende do grau de insaturagao na 
molecula do acido graxo. Assim, quanto maior o grau de insaturagao 
do oleo e, ou, da gordura, maior sera a suscetibilidade a oxidagao. Por 
exemplo, oleo de soja e muito menos estavel que gordura de coco 
(Tabela 1.2). 

3 — Concentragao de oxigenio: A solubilidade do oxigenio e maior em 

oleo que na agua. Quando o oxigenio e abundante, a velocidade da 
oxidagao e independente de sua concentragao, mas em concentragao 
muita baixa a velocidade e aproximadamente proporcional a sua 
concentragao. O oxigenio na atmosfera (21%) coexiste com 75% de 
nitrogenio. Um litro de agua, por exemplo, contem aproximadamente 
8,0 mg de oxigenio, o equivalente a 0,25 mM. Portanto, a maioria dos 
alimentos in natura (80 - 90% de agua) nao tern mais que 8 ppm de 
oxigenio. A solubilidade do oxigenio e elevada em oleos comparada 
com meio aquoso. 

4 - Umidade : depende da atividade da agua (a w ). Em alimentos secos 

com baixo teor de umidade (a w <0, l)_a oxidagao ocorre rapidamente. 
Aumentando o a w para 0,3 retarda a oxidagao de lipidios. Este efeito 
protetor da pequena quantidade de agua esta relacionado pela redugao 
da atividade de catalisadores metalicos, pelo amortecimento de 
radicals livres, e, ou, impedindo o acesso do oxigenio ao lipldio. 
Valores elevados de a w = 0,55 — 0,85 a velocidade da oxidagao 
aumenta novamente, provavelmente em razao do aumento da 
mobilizagao de catalisadores e do oxigenio (Figura 1.28). 
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5 - Tratamento termico : A maioria das rea^oes quimicas aumenta com a 

elevagao da temperatura e, portanto, com o tratamento termico. Os 
processos que utilizam temperaturas elevadas como a pasteurizagao e 
esterilizagao aceleram a velocidade da reagao. A refrigeragao e/ou 
congelamento nao paralisa a oxidagao devido a solubilidade do 
oxigenio em solugao aquosa aumentar em baixa temperatura. 

As reagoes de oxidagao induzidas termicamente podem ocorrer 
tanto em lipidios saturados como em insaturados, em temperaturas 
utilizadas nos processos de frituras. Os acidos graxos saturados sao 
estaveis em temperaturas utilizadas em operagao de enlatamento, mas nos 
insaturados ocorrem reagoes de deterioragao na presenga do oxigenio e 
calor, com formagao de grande numero de substancias volateis com sabor 
e odor desejaveis e indesejaveis. 

6 - Lipoxigenase: O peroxido pode tambem ser formado por via 

alternativa, pela reagao de acidos graxos polinsaturados (linoleico, 
linolenico e araquidonico) com o oxigenio catalisado pela enzima 
lipoxigenase presente em vegetais. Os radicais livres intermediaries 
formados durante a oxidagao catalisada pela enzima podem oxidar 
compostos como carotenoides e polifenois, levando a descoloragao 
do produto (Figura 1.10). 

7 - Metais (ferro e cobre): Ions metalicos de transigao sao eficientes 

promotores das reagdes de formagao de radicais livres, em razao da 
transference de eletron que ocorre durante a alteragao do seu estado 
de oxidagao. Atuam de duas formas: na redugao da energia de 
ativagao da reagao inicial da oxidagao e na decomposigao de 
peroxidos. O rompimento homolitico da fraca ligagao 0-0 dos 
peroxidos resulta na formagao de radicais livres responsaveis pela 
reagao em cadeia (eq. 1.11). Quantidades tragos de metais sao 
normalmente encontrados em alimentos (endogenos: livres e ligados) 
ou oriundos de equipamentos utilizados no processamento e 
armazenamento. 

A ruptura homolitica espontanea em alimentos e insignificante, 
exceto quando estes sao aquecidos durante processamento termico. Na 
presenga de metais, a decomposigao catalitica de peroxidos e a principal 
fonte de radicais livres. 

8 - Metaloproteinas: A oxidagao de lipidios ocorre na presenga de 

catalisadores, como as hemoprotemas, da mesma forma que a luz e o 
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cal or. A rea 9 ao envolvendo hemoglobina e oxigenio produz oxigenio 
singlete, responsavel pela oxida 9 ao; o estado de oxida 9 ao do metal e 
fundamental no desenvolvimento da rea 9 ao. O aquecimento da came a 
110°C, por exemplo, destroi a estmtura heme, promovendo rapido 
desenvolvimento da rancidez. De 2 a 4% do total da gordura e 
encontrado na forma de fosfolipfdios altamente insaturados, sendo 
responsavel pelo desenvolvimento da rancidez, devido a sua proximidade 
do grupo heme da mitocondria. Os pigmentos da came, os quais atuam 
como potentes catalisadores, em contato com os lipidios, na came mofda, 
aceleram o processo oxidativo em velocidade maior que em musculo 
intacto. 


Alteragoes Quimicas 

Em alimentos in natura e, ou, processados, o oxigenio e o principal 
agente capaz de provocar altera 9 oes como rancidez oxidativa e 
descolora 9 ao de cames, frutas e vegetais. A oxida 9 ao dos constituintes do 
alimento (lipidios, vitaminas, sabor e aroma) e o principal problema que 
afeta em todos os aspectos a qualidade do produto (Figura 1.1). 

As duas altera 9 oes qufmicas mais importantes que ocorrem 
naturalmente em oleos/gorduras sao as oxidagoes e as lipolises. A lipolise 
e o processo de hidrolise da liga 9 ao ester por certas enzimas (lipases) ou 
pela combina 9 ao do calor e da uinidade, que tern como resultado a 
libera 9 ao de acidos graxos, que pode ser desejavel ou nao a qualidade do 
produto. A lipolise e indesejavel a alguns produtos pela forma 9 ao de 
flavor e odor estranho (rancidez hidrolftica). No entanto, quantidade 
limitada de lipolise e benefica a qualidade de alguns produtos (queijo, 
iogurte) pela forma 9 ao de sabor e odor desejaveis. 

A oxida 9 ao de lipidios e uma das mais importantes causas da 
deteriora 9 ao da qualidade dos alimentos, devido a forma 9 ao de sabores e 
odores indesejaveis (rancidez oxidativa), bem como a forma 9 ao de 
substancias potencialmente toxicas. Em alguns tipos de alimentos, 
quantidade limitada da oxida 9 ao de lipidios e benefica, pois leva a 
forma 9 ao de sabor e odor desejavel (queijo). 

O termo oxida 9 ao de lipidios refere-se a uma serie extremamente 
complexa de rea 9 oes qufmicas, envolvendo acidos graxos insaturados e 
oxigenio (Figura 1.1). Por convenience, essas rea 9 oes sao divididas em 
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Lipoxigenase : esta enzima, de ocorrencia em vegetal e animal, 
catalisa a oxigenagao de alguns acidos graxos insaturados (linoleico, 
linolenico e araquidonico) para seus correspondentes peroxidos, durante o 
armazenamento e processamento. 

Mecanismo da auto-oxida^ao 

Os peroxidos sao os primeiros produtos formados da oxidagao de 
oleos e gorduras insaturados (Figura 1.1). Do ponto de vista da 
deterioragao do sabor do alimento, os peroxidos nao sao importantes e 
sim os produtos oriundos de sua decomposigao: aldeidos, cetonas, 
alcoois, hidrocarbonetos e acidos. As insaturagoes em todos os tipos de 
oleo e gordura representam o centro ativo pelo qual se inicia a reagao de 
oxidagao. 

A formagao inicial do peroxido passa necessariamente pela 
produgao de um intermediary denominado radical livre (K). Ambos sao 
formados a partir do lipidio insaturado (RH), pela interagao com o 
oxigenio na presenga de catalisadores, ou seja, a reagao inicial ocorre pela 
agao de alguma fonte externa de energia, como cal or, luz, radiagao, ou 
por meio de reagoes quimicas envolvendo ions metalicos ou 
metaloproteinas, como heme. 

Por definigao, radicais livres sao substancias quimicas que 
apresentam numero impar de eletrons (p. 163), sendo, portanto, altamente 
energeticos e instaveis; podem ser formados pela agao direta de alguma 
fonte de energia externa (luz, calor e radiagao). A energia externa, ao 
atingir o atomo, faz com que um eletron seja removido de seu orbital, 
conforme esquematizado na Figura 1.2. 


Atomo 



Radical livre 


Figura 1.2 - Formagao do radical livre. 
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Os eletrons tendem a ocorrer em pares e em rotagao antiparalela, 
situagao esta energeticamente favoravel; portanto, quase todas as ligagoes 
quimicas tendem a ter dois eletrons. 0 eletron nao-pareado e aquele que 
se encontra solitario no orbital atomico ou molecular. A maioria das 
moleculas encontradas nos organismos vivos nao e radical. 

Toda a energia externa absorvida e transferida diretamente para o 
eletron, tornando-o altamente energetico e instavel. Em razao desta 
instabilidade, o eletron rapidamente procura outro atomo e transfere-lhe 
toda a sua energia inicial, tornando-se extremamente instavel gragas a 
energia extra acumulada. Esse novo atomo formado, contendo um eletron 
extra, e denominado radical livre, o qual, para se tomar estavel, precisa 
liberar essa energia acumulada. Portanto, a transferencia da energia 
ocorre para as substancias localizadas na vizinhanga, principalmente para 
os acidos graxos insaturados, produzindo mais radicals livres, e todas 
estas reagbes realizam-se em fragao de segundo. 

O mecanismo de formagao do primeiro radical livre ainda nao esta 
devidamente esclarecido, mas pode ser formado por irradiagao, 
tratamento termico e pela reagao com l'ons metalicos. Em alimentos 
sempre ocorrem tragos de peroxidos (formados pela agao do oxigenio 
singlete ou pela agao da lipoxigenase ou outras oxigenases), os quais se 
dissociam, com formagao de radicais livres. 

O oxigenio molecular ou triplete ( 3 (> 2 ) possui dois eletrons nao- 
pareados, sendo cada um localizado em orbitais diferentes (Figura 1.3). 
Esses dois eletrons possuem spin paralelos e, para oxidar outro atomo ou 
molecula aceitando o novo par de eletrons, ambos tern de estar em spin 
antiparalelo, de forma a preencher o espago livre no orbital. Esta situagao 
impoe restrigao na oxidagao, a qual tende a aceitar eletrons pelo oxigenio, 
um de cada vez, permitindo tempo para que ocorra a inversao do spin 
entre as colisoes. Isto faz com que o oxigenio seja pouco reativo com as 
especies nao-radicais, tornando possfvel a existencia de diversas 
substancias organicas em meio aerobico. 


.t -t 

O* — .O: 


Figura 1.3 - Configuragao eletronica do oxigenio triplete ( 3 0 2 ). 
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Os acidos graxos insaturados podem ser atacados quimicamente 
pelo radical livre, os quais aceitam o eletron extra. Apos a formagao 
suficiente de radicais livres, a reagao em cadeia e propagada pela 
remogao de atomos de hidrogenio localizados na posigao alfa a dupla 
ligagao. A adigao do oxigenio ocorre, entao, nessa posigao, resultando um 

radical peroxil (ROO.). Este radical novamente remove o hidrogenio do 
carbono alfametileno do acido graxo insaturado, produzindo o peroxido 
(ROOH) e radicais livres. Em seguida, os novos radicais livres formados 
reagem com o oxigenio, e a reagao se repete como descrito na Figura 1.1. 

O trigliceridio no estado singlete nao reage com o oxigenio di¬ 
radical triplete ( 3 02 ) em razao do conflito basico existente da conservagao 
do spin. O oxigenio do ar e um composto di-radical e, portanto, requer o 
trigliceridio na forma de radical para que ocorra a reacao de oxidagao. 
Portanto, para que esta reagao ocorra, e necessario remogao do 
hidrogenio localizado no carbono do acido graxo insaturado contendo a 
ligagao mais fraca para se tomar entao radical. O calor, luz, metais e 
especies reativas oriundas do oxigenio facilitam a formagao de radicais 
no oleo. 

A energia requerida para a remogao do hidrogenio do acido graxo e 
dependente da sua posi^ao na molecula. Por exemplo, a ligagao carbono- 
hidrogenio mais fraca presente no acido oleico esta localizada na 
vizinhan^a da insatura^ao (C -8 ou 11), sendo necessarias 75 Cal/mol, e, 
para o linoleico, esta localizada no C-ll (50 Cal/mol), em razao da 
presenga do grupo metileno (-CH 2 -) ativado entre ligagoes duplas, 
tomando-o vulneravel a oxidagao. Portanto, o hidrogenio a ser removido 
estara localizado neste carbono, formando o radical livre nesta posigao. 
No caso do carbono saturado sem a presen 5 a de insatura^oes proxima, e 
de 100 Cal/mol (Figura 1.4). 

100 Cal/mol 50 Cal/mol 75 Cal/mol 

1 1 i 

CH 3 - (CH 2 ) 3 - CH 2 - CH = CH - CH 2 - CH = CH - CH 2 - (CH 2 ) 6 - COOH 

14 13 12 11 10 9 8 

Figura 1.4 - Energia necessaria para a remogao do hidrogenio durante a 
oxidagao. 




Oxidagao de Lipidios em Alimentos 


31 


Auto-oxidagao do acido oleico 

O mecanismo da auto-oxida^ao do acido oleico envolve a remo^ao 
de um atomo de hidrogenio localizado no carbono 8 ou 11. A energia 
necessaria para que isto ocorra e de 75 Cal/mol (Figura 1.4). O calor, luz, 
metais e especies reativas oriundas do oxigenio facilitam a formagao de 
radicals. 

A intera$ao entre o eletron nao-pareado do carbono 8 ou carbono 
11 e os eletrons (pi) da ligagao dupla adjacente produz dois radicals 
alflicos isomeros, para os quais os eletrons sao deslocados, e, 
conseqiientemente, quatro peroxidos isomeros sao possfveis de serem 
formados. Alem da mudanga de posigao da insaturagao, ocorre a 
isomerizagao da forma cis-trans e 90% do peroxido formado adquire a 
configuragao trans (eq. 1.2). 


Oleico (18: l 9 ) 


eq. 1.2 


HOOC-(CH2) 6 - 
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-CH 2 -| 

9 10 n 

ch=ch-ch 2 - 
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-CH-CH=CH-C— 


—CH=CH-CH-C- 


—ch 2 -ch-ch=c— - 
OO. 


—C-CH=CH-CH— 

I 60. 




R. 


i < 1 

-CH-CH-CH-C— <—► — CH=CH-CH-C— — CH 2 -CH~CH=C— <—► — C-CH=CH-CH— 

(J)OH 1 OOH 1 OOH 1 OOH 

9 * 10 9 

8 -ROOH 18:1 10-ROOH18:! 9-ROOH18:! 11-ROOH18:! 


Auto-oxidagao do acido linoleico 

A tendencia a oxidagao do acido linoleico e de outros 
polinsaturados e maior que a dos monoinsaturados, por causa da presenga 
de grupos metilenos ( -CH -) ativados entre ligagoes duplas, tomando-o 
bastante vulneravel a oxidagao. O radical livre assim formado e, em 
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virtude da remcx^ao de um atomo de hidrogenio do grupo metileno, 
instavel; conseqiientemente, tres peroxidos isomeros podem ser formados 
a partir do carbono 11 (eq. 1.3). 

O radical localizado no carbono lie entao rearranjado formando o 
conjugado pentadienil na posi£ao 9 ou 13 contendo insaturacao trans. A 
energia necessaria para a remo 9 ao do hidrogenio localizado no C-ll do 
acido linoleico e de 50 Cal/mol (Figura 1.4). 


eq. 1.3 


Linoleico (18:2 912 ) 



u 


-H 



/ I I 

H H H « 




O, 



HOO s / R' 

13-ROOH 18:2’" Hn c - c ' C ' h 



9 - ROOH 18:2'°“ 
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Auto-oxidagao do acido linolenico 

A oxidagao do acido linolenico (eq. 1.4) inicia-se pela remo^ao de 
um atomo de hidrogenio localizado no carbono 11 ou carbono 14, com 
formatjao de tres possiveis peroxidos isomeros. 


ft 



OOH 

14-ROOH 18:2 9,12J5 

12 

OOH 

11 - ROOH 18:2 913,15 

6: -apcH-(^-ai=ai-CH=cH-ai-ai3 

OOH 

16-ROOH 18:2 9,a14 
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Mecanismo da fotoxidagao 

A reagao de fotoxidagao e um processo oxidativo dos acidos graxos 
insaturados resultante da exposigao a luz, oxigenio e fotosensores. A 
presenga destes nos tecidos animal e vegetal, como a riboflavinci, 
clorofila e mioglobina, da inicio ao processo de transference de energia 
para a reagao de formagao do peroxido. 

E um mecanismo altemativo independente da formagao de radicais 
livres e dependente de sensores. A reagao fotoxidativa apresenta certas 
caracteristicas que diferem da reagao de auto-oxidagao, a saber: 

- Nao envolve a formagao de radicais livres. 

- E independente da pressao do oxigenio. 

- E inibida pela agao de receptores de oxigenio singlete, como beta- 
caroteno e tocoferois, mas nao e afetada pela a^ao de antioxidantes. 

- Nao apresenta perfodo de indu^ao (Figura 1.6). 

- Provoca mudan^as na insaturagao da configuragao cis para trans. 

Para se entender o mecanismo da fotoxidagao e diferencia-lo do 
mecanismo da auto-oxidagao, a configuragao eletronica do oxigenio 
molecular deve ser levada em consideragao (Figura 1.5). O oxigenio 
triplete ( 3 0 2 ) e um di-radical com dois eletrons paralelos separados em 
orbitais. Em razao desta peculiaridade, as moleculas de oxigenio possuem 
ligagoes interatomicas fracas. O oxigenio triplete reage com elementos e 
ions, formando oxidos, mas nao com compostos organicos no estado 
singlete. Entretanto, reage facilmente com radicais livres produzidos pela 
agao de outros radicais ativos, radiagao, luz UV, aquecimento etc. 


Nome 

Oxigenio 

triplete 

Oxigenio 

singlete 

Oxigenio 

Singlete 

Sfmbolo 

( 3 0 2 ) 

(’0 2 ) 

(*0 2 ) 

Energia potencial (Cal/mol) 

0 

24 

37 

Distancia intramolecular (0 - 0) 

1,2074 

1,2155 

1,2268 

• • 

Configuragao eletronica (:0* - *0:) 

t t 

Ti 

T 1 

•• •• 





Figura 1.5 - Caracteristica di-radical do oxigenio. 
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O oxigenio singlete e uma especie altamente reativa formada pela 
exposigao da luz sobre compostos fotossensfveis naturalmente presente 
nos alimentos. O sensor se torna excitado pela absorgao da luz e a energia 
e entao transferida para o oxigenio triplete formando o singlete (eq. 1.5). 
O oxigenio singlete atua diretamente sobre os acidos graxos insaturados 
formando o peroxido. 


eq. 1.5 



hv 


* ‘o 2 


Sensores - > Sensores 


Formagao do oxigenio singlete ( 1 0 2 ) em alimentos 

Parece improvavel que a reagao direta do oxigenio com a molecula 
de lipfdio leve a formagao de peroxido facilmente, em razao do conflito 
basico existente de conservagao do spin. A molecula de lipfdio ocorre no 
estado singlete e o oxigenio, no estado triplete; portanto, e altamente 
improvavel a ocorrencia da reagao inicial da autoxidagao. 

A reagao direta entre o acido graxo insaturado e o oxigenio, em sua 
forma mais estavel, denominada triplete ( 3 0 2 ), e altamente endotermica 
(64 Cal/mole) e improvavel. Portanto, alguma forma de ativagao do 
oxigenio e necessaria para facilitar a reagao e a conseqiiente formagao do 
primeiro peroxido. Alem da participagao de pigmentos e da luz 
ultravioleta na reagao, a molecula de oxigenio tern de estar ativada para 
uma configuragao eletronica apropriada, denominada oxigenio 
singlete ('0 2 ). 

Este oxigenio nao e um radical livre, mas uma especie altamente 
eletrofflica, o qual reage prontamente com as substancias de alta 
densidade de eletrons, como as insaturagoes presentes nos acidos graxos. 
O oxigenio singlete pode ser produzido na atmosfera ou diretamente no 
alimento. E importante relembrar que a ocupagao maxima de um orbital e 
de dois eletrons pareados e em rotagao oposta. Os eletrons sao partfculas 
carregadas e, portanto, podem-se comportar como magnetos. Se o atomo 
de oxigenio possui dois eletrons nao-pareados em seu orbital externo 
(Figura 1.5), estes podem-se alinhar de forma paralela ou antiparalela, 
sendo denominados triplete e singlete, respectivamente. 


via *C#-J * 4 * 
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A rotagao do eletron produz um campo magnetico, e o oxigenio 
com dois eletrons nao-pareados apresenta momento magnetico em tres 
estados de energia, se colocado em campo magnetico. Em tal situagao e 
denominado oxigenio triplete, que e a forma presente na natureza. Nesse 
estado, os dois eletrons possuem rotagao paralela em orbitais diferentes, 
apresentando pequena energia de repulsao eletrostatica. 

No estado singlete, os dois eletrons possuem rotagao oposta (Figura 
1.5), portanto com grande forga de repulsao eletrostatica, resultando em um 
estado de excitagao eletronica. Como as ligagoes sao formadas somente entre 
os eletrons que estao pareados e em rotagao antiparalela, obviamente a 
grande maioria das moleculas e singlete. No estado triplete, o oxigenio reage 
preferencialmcnte com os radicals, i.e., moleculas que apresentam eletrons 
nao-pareados (Figura 1.1). 

A energia de ativagao desta reagao e muito alta; assim, a 
participagao de iniciadores (metais, fotossensores etc.) e fundamental na 
formagao do primeiro peroxido. Os fotossensores conhecidos, como a 
clorofila e a riboflavina, sao capazes de converter o oxigenio triplete em 
singlete. O mecanismo desta conversao e iniciado pela transferencia do 
fotossensor para o estado excitado, devido a absorgao da luz na regiao do 
visivel ou proximo do UV. Subsequentemente, o fotossensor e capaz de 
transferir o excesso de energia para a molecula do oxigenio, passando 
este para o estado singlete; desta forma, ele pode reagir com a molecula 
de lipidio, formando o peroxido, conforme a seqiiencia de eventos a 
seguir(eq. 1.6). 

Estes pigmentos absorvem luz na regiao do visfvel e, ou, perto do 
ultravioleta (UV), tornando-se eletronicamcnte excitados, ou seja, os 
sensores passam do estado singlete para o triplete, excitados pela 
absorgao da energia do foton. Nesta situagao, transferem a energia para o 
oxigenio triplete (*0 2 ), o que resulta na excitagao da molecula do 
oxigenio para o estado singlete ('(),), nao sendo, portanto, consumidos e 
sim convertidos para um estado excitado (SENSOR*). 
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eq. 1.6 


\v 

Sensor (S) —» l S - > 3 S* 

3 S* + 3 0 2 -> 1 0 2 + X S* 
1 0 2 * + RH —> ROOH 


1 ^ 

( L S e J S*) - sensor no estado singlete e 
triplete excitado 

1 1 :fc 

( X S* e l C >2 ) - sensor e oxigenio no 

estado singlete excitado 
(RH, lipidio e ROOH, peroxido) 


Molecula de oxigenio altamente reativa e oxigenios radicals podem 
ser formados a partir do oxigenio no estado triplete, por excitagao ou 
redugao. O oxigenio assim ativado e denominado oxigenio ativo, sendo 
importante na degrada?ao de alimentos, bem como de outros sistemas 
biologicos. O oxigenio singlete e produzido principalmente pela 
fotoxidagao na presenga de iniciadores (pigmentos) e nao e capaz de 
promover a desidrogenagao de compostos organicos, mas reage 
diretamente com as ligagoes insaturadas, como, por exemplo, os acidos 
graxos insaturados com a formagao de peroxidos. 

O oxigenio singlete reage diretamente com as ligagSes duplas por 
adigao, formando o peroxido, no qual a posigao da ligagao dupla e 
alterada (eqs. 1.7 e 1.8). Na presenga da luz e de certos fotossensores 
(riboflavina, mioglobina e clorofila), diferentes peroxidos sao formados 
(Tabela 1.3). 

eq. 1.7 

Fotoxidagao do acido oleico (18:1 9 ) 

9 10 

HOOC- (CH 2 ) 6 - CH 2 - CH= CH- CH 2 - (CH 2 ) 6 - CH 3 



8 9 10 

1 - HOOC-(CH 2 ) 6 -CH=CH-CH-CH 2 —(CH 2 ) 6 -CH 3 

O-OH 10 -ROOH 18:1 s 

9 10 

2 - HOOC-(CH 2 ) 6 -CH 2 -CH-CH=CH—(CH 2 ) 6 -CH 3 

O-OH 9 -ROOH 18:1 10 
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eq. 1.8 


Fotoxidagao do acido linoleico (18:2 9,2 ) 

9 10 12 13 

HOOC-“(CII 2 ) 6 -CH 2 -CH=CH-CH 2 -CH=ai-CH 2 -(CH 2 )3-CH3 

tr'°‘ 

9 10 11 12 13 

HOOC—(CH 2 ) 6 -CH 2 -CH—CHrCH-CH^CH-CHj-fCHJj-CHj 

0-° H 9-ROOH 18:2 101J 


8 9 10 12 13 

HOOC-(CH 2 ) 6 -CH=CH-CH-CH 2 -CH=CH-CH 2 -(CH 2 ) 3 -CH 3 
o-OH 


10-ROOH 


18:2 


1,12 


9 10 12 13 14 

IIOOC— (CH 2 ) 6 —CH 2 —CH—Cl 1- CH 2 —CH—CH—CH — (CH^—CH 3 

O-OH 


12-ROOH 


18:2 


9,13 


9 10 11 12 13 

HOOC-(CH 2 ) 6 -CH 2 -CH=:CH-CH = CH-CH-CH 2 —(CH 2 ) 3 -CH 3 

O-OH 


13-ROOH 18:2 ’ 


Tabela 1.3 


Hidroperoxido formado pela auto-oxidagao ( J 0 2 ) e 
fotoxidagao ( ! 0 2 ) de acidos graxos insaturados 


Hidroperoxido 


Posigao 


Proporgao (%) 

Acido graxo 

HOO-grupo 

Insat. 

■*0 2 

] 0 2 

Acido oleico 

8 

9 

27 

- 


9 

10 

23 

48 


10 

8 

23 

52 

Acido linoleico 

8 

9,12 

1,5 

- 


9 

10,12 

46,5 

32 


10 

8,12 

0,5 

17 


12 

9,13 

0,5 

17 


13 

9,11 

49,5 

34 


14 

9,12 

1,5 

- 


Continua... 
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A ligagao oxigenio-oxigenio do peroxido e relativamente fraca (46 
Cal/mol), decompondo-se, mesmo a temperatura ambiente, em diversos 
produtos intermediaries e especfficos para cada tipo de acido graxo 
envolvido na oxidagao. Sao inicialmente decompostos para radical 
hidroxil e alcoxil (eq. 1.9), o qual, posteriormente, forma aldeidos, 
cetonas, acidos, esteres, alcoois e hidrocarbonetos. 


Lipidio-OOH -» Lipidio-O* + ‘OH 

(Alcoxil) (Hidroxil) 


eq. 1.9 


Em sistema biologico, a decomposigao e geralmente induzida por 
outros radicals presentes no alimento. Tais intermediaries podem ainda 
sofrer oxidagao adicional e decomposigao, contribuindo para a formagao 
de novos radicais livres. Assim, o peroxido pode interagir com um radical 
livre oriundo de alguma fonte, formando o radical peroxil, que participa 
diretamente na reagao de auto-oxidagao (eq. 1.10). 


eq. 1.10 

Lipidio-OOH + R Lipidio-OO. + RH 
(Peroxido) (Peroxil) 

O peroxido pode ser reduzido pelo metal, ou por outro redutor, em 
radicais alcoxil e peroxil, acelerando, portanto, a reagao de oxidagao pela 
decomposigao do peroxido. Essa atuagao dos metais e importante no 
progresso da auto-oxidagao (eq. 1.11). 


rapido 

Lipidio-OOH + Fe +2 -► 

(Cu + ) 

lento 

Lipidio-OOH + Fe +3 -* 

(Cu +2 ) 

Lipidio-0 + Lipidio-H -► 

(Lipidio-OO*) 


eq. 1.11 

Lipidio- O* + Fe +3 + OH' 

(Alcoxil) (Cu‘ 2 ) 

Lipidio-OO* + Fe' 2 + H + 

(Peroxil) (Cu + ) 

Lipidio' + Lipidio-OH 

(Lipidio-OOH) 
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Ions metalicos nao ocorrem na forma livre in vivo, mas ligados a 
proteinas, DNA e ATP. Compostos heme (Fe**) e hemina (Fe +++ ) sao 
largamente encontrados em alimentos. A oxidacao de lipidios no tecido 
animal e acelerada pela hemoglobina, mioglobina e pelo citocromo C. 
Reaches dessa natureza sao freqiientemente responsaveis pela rancidez 
em aves e peixes durante o armazenamento e em carne cozida. O 
aquecimento da came destroi a estrutura heme, provocando rapido 
desenvolvimento da rancidez, e o aquecimento de oleos vegetais libera 
metais ativos a partir de complexos inativos. A atividade catalitica de 
compostos heme esta relacionada com a Valencia do ferro nos seguintes 
complexos: 

Fe' ( Diamagnetico ) oxi-hemoglobina: e inativo na ausencia de 
peroxido, pois todos os seus orbitais estao completes, por isso nao e 
esperado que inicie a forma^ao de radicals livres e a conseqiiente 
oxidacao: 

Orbital final 

3d 4s 4p 4d 


Fe*' ‘ ( Paramagnetico ) meta-hemoglobina: e deficiente de eletrons, 
mas possui cinco deles nao-pareados, portanto apresenta forte campo 
magnetico gramas a rota^ao de seus eletrons. Nesta situacao. espera-se 
iniciar a oxidacao. 


Orbital final 

3d 4s 4p 4d 


No tecido muscular, o grupo heme (eq. 1.12) participa como 
oxidante, promovendo a decomposi^ao do complexo heme-peroxido em 
radical peroxil e radical oxi-heme. Este ultimo abstrai um radical (H.) de 
outra molecula do acido graxo insaturado e inicia um novo ciclo. A 
oxidaqao catalisada pelo grupo heme e responsavel pela rea?ao de 
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deteriora?ao em cames e peixes, limitando a vida util destes produtos 
mesmo sob congelamento. 

eq. 1.12 


Globina (153 AAs) 



A principal protema responsavel pela cor em carnes e a mioglobina, 
visto que outras protemas pigmentadas, como a hemoglobina e os 
Citocromos, estao presentes em quantidades relativamente pequenas. O 
pigmento de mioglobina possui urn grupo prostetico (heme) e uma por?ao 
proteica, a globina (eq. 1.12). O grupo prostetico heme e formado por um 
anel de porflrina, que possui um atomo de ferro na posi^ao central. Este 
atomo apresenta seis liga^oes coordenadas, capazes de aceitar seis pares 
de eletrons, dos quais quatro vem de atomos de nitrogenio do anel 
porfirinico. O quinto par de eletrons provem do nitrogenio de um resfduo 
de histidina da globina. A sexta liga?ao coordenada do ferro esta 
disponivel para complexar com um hidrante e receber um par de eletrons. 

Em cames nao-processadas, sao tres as principals formas quimicas 
da mioglobina: mioglobina reduzida ou deoximioglobina (Fe ++ ) de 
colora?ao vermelho-purpura, mioglobina oxigenada ou oximioglobina 
CF e++ - 0 2 ), de colora?ao vermelho-brilhante, e mioglobina oxidada ou 
metamioglobina (Fe +++ ), de colora^ao manom. 

Durante o processamento de carne, a preocupa^ao principal e evitar 
a oxidagao da mioglobina, pois esta resulta na altera^ao inaceitavel da 
colora 9 ao. A alta afinidade da mioglobina pelo monoxido de nitrogenio e 
frequentemente utilizada na preven^ao da oxida^ao e na estabiliza^ao da 
cor. O mecanismo da oxida^ao catalisada por grupos heme e similar as 
rea^oes de autoxidagao e lipoxigenase. 
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Formacao de aldefdos 

O mecanismo de formacao do aidefdo e atribufdo ao radical alcoxil 
e depende da posi^ao da ruptura da liga?ao carbono-carbono (eq. 1.13) 
adjacente ao atomo de carbono que contem o oxigenio. Os dois eletrons 
resultantes podem, entao, formar a ligagao carbonflica. 

Posigao B: resulta na forma 9 ao do aldefdo-glicerfdeo nao-volatil. 
Este fragmento contem a carboxila esterificada ao glicerol e predomina a 
temperatura elevada. 

Posigao A: resulta na formatjao de aidefdo volatil e predomina a 
temperatura moderada. Os aldefdos volateis sao, em grande parte, 
responsaveis pelo sabor oxidado do produto, e a presen?a de liga^ao 
dupla no aidefdo aumenta sensivelmente o limiar de percep^ao (Tabela 
1 .4). A qualidade do alimento nao e afetada ate que os compostos volateis 
sejam formados, os quais, mesmo em concentra^ao igual a 1,0 ppm ou 
menor, causam rejeigao ao produto. 


eq. 1.13 



O ' O. i 


' o. 



A present de grupos metileno (-CH,-) ativados pela proximidade 
das insaturagoes aumenta a velocidade de decomposiijao dos peroxidos. 
Portanto, os peroxidos oriundos do acido linolenico decompoem-se mais 
facilmente que todos aqueles provenientes do oleico e do linoleico. Os 
exemplos a seguir ilustram a formacao de aldefdos a partir do peroxido 
oriundo dos acidos oleico, linoleico e linolenico: 
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1) Aldeidos derivados do acido oleico 


8-hidroperoxido 18: l 9 


HO- C- (CH 2 ) 6 - CH-CHrCH- CH 2 - (CH 2 ) 6 - CH 3 


O ki 


O-OH 


4, 

HO - C— (CH 2 ) 6 -c-ch=ch- ch 2 —(CH 2 ) 6 - ch 3 


o 


o* 


I 


HO-C-(CH 2 ) 6 » + *CH-CH=CH-CH 2 -(CH 2 ) 6 -CH 3 

o v o-^ 

\ 


C-CH=CH-CH 2 -(CH 2 ) 6 -CH 3 

o 


2 - undecenal 


9-hidroperoxido 18:1 10 

1 

HO- C- (CH 2 ) 6 - CH 2 - CH-CH=CH-(CH^g ~ CH 3 
0 O-OH 


CH-CH=CH—(CH 2 ) 6 - CH 3 

o 2 


2 - decenal 


10-hidroperoxido 18:1 s 


± 

H0-C-(CH 2 ) 6 -CH=CH ± CH-CH 2 — (CH 2 ) 6 -CH 3 

o * 1 

U Q ± OH 


+ CH-CH-(CH 2 ) 6 -CH 3 

o 

Nonanal 


1 l-hidroperoxido 18:1 9 


HO - C—(CH 2 ) 6 —CH 2 - CH=CH - CH — (CH 2 ) 6 - CH 3 

O * >1 

U O-OH 


CH (CH 2 ) 6 —CH 3 
O 


Octanal 
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2t Aideidos derivados do acido linoleico 
9^-mdroperoxido 18:2 10,12 


CH, - (CH 2 ) 4 - CH = CH - CH 2 - CH = CH - (CH 2 ) 7 - COOH 

V 


CH 3 - (CHJ, - CH-CH-CH-CH-CH-(CH 2 ) 7 - COOH 


+ 0 2 + H‘ 

V 


CH 3 - (CH 2 ) 4 - CH = CH - CH = CH - CH - (CH 2 ) 7 - COOH 



O-OH 


CH, - (CH 2 ) 4 - CH = CH - CH = CH - CH - (CH 2 ), - COOH 


O' 



CH, - (CH 2 ), - CH = CH - CH = CH - CH + H,C - (CH,),- COOH 
2,4 - decadienal 0 Ac. octanoico 


11 -hidroproxido 18:2 9,12 

HO - C - (CH 2 ) 6 - C - CH = CH - C — C = CH - (CH 2 ) 4 - CH —► C - C = C - (CH 2 ) 4 - CH 3 

6 6 - oh 6 

2 - Octenal 


:3-hidropr6xido 18:2 9,11 

HO — C — (CHj), - C - CH = CH - C = C - CH - (CH 2 ) 3 - CH 3 —► 
O O-OH 


C-C-(CH 2 ) 3 -CH 3 

ii 

o 


Hexanal 
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3) Aldeiclos derivados do acido linolenico 


12-hidroperoxido 18:3 9,13,15 



2,4 - Heptadienal 


9-hidroperoxido 18:3 10,12,15 

ho-c-(ch 2 ) 7 ^c-ch=ch-ch=ch-c-ch=ch-ch,-ch, 

n U 

° 0*0H 


c-c=c-c=c-c-c=c-c-ch 3 
2,4,7 - Decatricnal 


13-hidroperoxido 18:3 


9,11,15 


HO-C-(CH 2 ) 7 -CH=CH-CH=CH-CH-C-CH=CH-CH 2 -CH 3 ■ 
o O^OH 


C-C~CH=CH-CH. 
ii 

o 


"CH, 


3 - Hexenal 


16-hidroperoxido 18:3 9,12,14 

HO- c- ( 0 * 2)7 - CH= CH- C- CH- CH- CH= CH~ CH- CH. - CH, 

1 z 3 

° O-OH 


ch-ch 2 -ch 3 

II 2 3 

o 

Propanal 


11-hidroperoxido 18:3 9,12,15 

HO-C-(CH 2 ) 7 -CH=CH-C-CH=CH-CH-CH=CH-CH 2 —ch 3 
o 

u O-OH 



C-CH=CH-CH-CH=CH-CH,-CH, 

II 2 s 2 3 

0 

2,5 - Octadienal 


CH-CH=CH-CH,-CH, 

II 2 3 

0 2 - Pentenal 









Tabela 1.4 - Aldeidos produzidos de acidos graxos insaturados 
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Adicional decomposigao de aldeidos 

Os aldeidos sao a principal classe de compostos originados da 
oxidagao. O fato de muitos deles serem encontrados em gorduras 
oxidadas, entretanto, nao pode ser explicit! o tomando-se como base a 
ruptura classica dos hidroperoxidos discutidos anteriormente. Por 
exemplo, aldeidos saturados podem ser facilmente oxidados para acidos 
correspondentes, como tambem participar das reagoes de dimerizagao e 
de condensagao. Tres moleculas de hexanal, por exemplo, podem 
combinar-se, formando o tripentiltrioxano (eq. 1.14), que possui odor 
muito forte e tern sido detectado como produto da oxidagao secundaria do 
linoleico. A oxidagao de aldeidos insaturados ocorre de forma semelhante 
a dos acidos graxos, i. e., remogao do hidrogenio da posigao a-metileno, 
dando origem a hidrocarbonetos, aldeidos e dialdei'dos de cadeia curta. 


eq. 1.14 




C 5 H 11 


Formacao de alcool e hidrocarboneto 

Os mecanismos de formagao de alcoois e hidrocarbonetos 
(eq. 1.15) sao similares e formados a partir da ruptura do radical alcoxil, 
ou seja: 

- A ruptura da ligagao C-C do radical alcoxil, Posigao B (eq. 1.13), 
libera o radical hidrocarboneto (alquil), o qual pode interagir com o 

radical hidroxil ( OH), formando alcool. 

- O radical alquil proveniente da ruptura da ligagao C-C do radical 
alcoxil pode remover o hidrogenio do trigliceridio insaturado, formando 
hidrocarb one to. 
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16-hidroperoxido 18:3 


9,12,14 


eq. 1.15 


CH 3 -CH 2 —CH-CH=CH-CH=CH-CH-CHPCH-(CH 2 ),-COOH 
11 

O-OH 



ETANO 


ETANOL 


13-Hidroperoxido 18:3 911,15 

I 

CH 3 - CH 2 - CH = CH - CH 2 - C - CH = CH - CH = CH - (CH2)7 - COOH 
O-OH 


CH 3 -CH 2 -CH = CH-CH 2 - + C - CH = CH - CH = CH - (CH 2)7 - COOH 
RH ° 


R-w //S \0H 


‘OH 

x \ 

CH 3 - CH 2 - CH = CH - CH 3 CH 3 - CH 2 - CH = CH - CH 2 - OH 
2 - penteno 2 - pentenol 


Mecanismo Enzimatico: Lipoxigenase 

A enzima lipoxigenase e uma dioxigenase de ocorrencia em vegetal 
(legumes, cereais, frutas) e animal (eritrocito e leucocito) que catalisa a 
oxigena^ao de alguns acidos graxos insaturados para seus correspondentes 
peroxidos, que possuem a mesma estrutura daqueles obtidos pela auto- 
oxida 9 ao. Concentrates elevadas de lipoxigenase sao encontradas em soja e 
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ervilha e alguns tipos de feijao, enquanto amendoim e trigo possuem de 1 a 
2 ~ da quantidade encontrada na soja. 

A agao da enzima lipoxigenase no alimento apresenta efeitos 
desejaveis importantes e outros indesejaveis, resultantes da agao direta da 
enzima na oxidagao de acidos graxos polinsaturados (livre ou ligado), 
rormando radicals livres. Fungoes desejaveis, como o branqueamento da 
farinha de trigo e a formagao de pontes de enxofre no gluten durante a 
formagao da massa, eliminam a necessidade de adigao de oxidantes 
quunicos, como bromato de potassio. Agoes indesejaveis no alimento e a 
destruigao de clorofila e carotenos, o desenvolvimento de sabor e odor 
estranhos, a oxidagao de compostos como vitaminas e protefnas e a 
oxidagao de acidos graxos essenciais: linoleico, linolenico e 
araquidonico. 

As implicagSes da agao da lipoxigenase na cor, na textura, no 
flavor e nas propriedades nutritivas do alimento podem ser resumidas 
conforme mostrado no Quadro 1.1. 


Quadro 1.1 - Alteragoes na qualidade do alimento pela agao da 
lipoxigenase (endogena ou exogena) 


1 - Altera? 3 o na cor 

Branqueamento da farinha de trigo pela destrui^ao do caroteno (desejavel). 

Destrui9ao da Colorado verde devida a clorofila em vegetais congelados (indesej&vel). 

Descrui9ao de corantes adicionados ao alimento. 

I - Altera 9a 0 no flavor 

Produ?ao de componentes volateis responsaveis pelo aroma desejavel em frutas e vegetais. 
Produ^ao de flavor estranho em vegetais congelados e em cereais armazenados. 

3 - Altera^ao na textura 

Efeitos favoraveis nas propriedades reoldgicas da farinha de trigo e eventualmente na textura de 
produtos h base de trigo. A oxida9ao do lipfdio pela a^ao da lipoxigenase melhora as 
caracterfsticas da massa possivelmente pela formagao de pontes de enxofre envolvendo a cistema 
do gluten, eliminando a necessidade do uso de oxidantes quimicos (bromato de potassio). 

Simultaneamente ocorre libera^o do lipfdio da protefna oxidada, ajudando de alguma forma a 
reten9ao do gas durante a expansao da massa. 

4 - AItera9oes na qualidade nutritiva 

Destrui9ao da vitamina A e pro-vitamina A. 

Destrui9ao de acidos graxos polinsaturados essenciais. 

Intera9ao de produtos oriundos da a9ao enzimatica com aminoacidos essenciais na protefna, 
diminuindo a qualidade nutricional. 
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A dioxigenase catalisa a oxidagao de certos acidos graxos 
poliinsaturados, produzindo hidroperoxidos conjugados insaturados. A 
enzima e tambem capaz de formal* radicais livres, os quais podem atacar 
outros constituintes. A reagao catalisada pela lipoxigenase pode ser 
dividida em tres estadios: 

1 - ativagao da enzima nativa; 

2 - remogao de um proton do grupo metileno ativado; e 

3 - incorporagao do oxigenio no substrato com a formagao de 
peroxido. 

Os produtos iniciais da agao da lipoxigenase nao acumulam nas 
celulas, sao degradados numa variedade de produtos contendo C6 e C9 
atraves da agao das hidroperoxido liases e, ou, isomerases. Esses 
compostos carbomlicos volateis sao aldeidos, cetonas e alcoois. Varios 
destes possuem flavor e odor desagadaveis. A lipoxigenase catalisa 
tambem a co-oxidagao de pigmentos, como carotenoides e clorofilas, 
utilizando radicais livres. 

A lipoxigenase oxida somente acidos graxos, os quais possuem o 
sistema cis-cis-1,4-pentadiene. Portanto, os substratos preferidos pela 
enzima de ocorrencia em vegetal sao os acidos linoleico e linolenico e, 
pela enzima animal, o araquidonico\ o acido oleico nao se oxida. Alem 
da destruigao destes acidos graxos essenciais, ocorre o aparecimento de 
sabor e odor desagradaveis no vegetal. O radical peroxil formado durante 
a oxidagao promove alteragoes de outros componentes, como caroteno, 
vitamina A e protemas. Os acidos carboxilicos e alcoois sao 
transformados, nao enzimaticamente, em esteres de odor caracteristico. 

A enzima lipoxigenase e responsavel por substancial oxidagao de 
lipidios em alimentos, participando tanto da fase inicial como da de 
propagagao. A formagao de produtos oriundos da oxidagao de lipidios, a 
partir do linoleico e linolenico, ocorre por meio de uma serie de reagoes 
(Figura 1.7). 

- Os lipidios, fosfolipidios e glicolipidios sao hidrolisados pela 
agao de lipases, liberando acidos graxos livres, entre eles o linoleico e 
linolenico. 

- Esses dois acidos graxos insaturados sao oxidados pela 
lipoxigenase ou por ions metalicos, entre eles compostos heme na 
presenga do oxigenio formando hidroperoxidos. 
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Mecanismo de agao enzimatica 


A regiao do acido graxo especffico da reagao, isto e, a preferencia 
por certas posigoes da cadeia de carbono, e a estereoespecificidade, ou 
seja, a preferencia por um dos dois possfveis hidrogenios do atomo de 
carbono, pode ocorrer tanto na posigao superior como na inferior 
(L ou D). 

No caso do acido linoleico (Figura 1.8), a enzima remove um 
atomo de hidrogenio da posigao 11 e adiciona oxigenio no lado oposto 
ao hidrogenio removido, ou seja, na posigao 9 ou 13 do radical livre 
ressonante, formando o peroxido. 

A variagao na relagao de isomeros formados (9-ROOH e 13- 
ROOH) depende da isoenzima envolvida. Portanto, a lipoxigenase de 
diferentes fontes difere, em especificidade, quanto a substrato, pH e 
atividade oxidativa. As mais importantes e conhecidas sao as 
lipoxigenases L ( e L 2 , cujos pH otimos sao 9,5 e 6,0, respectivamente. 



Figura 1.8 - Oxigenagao estereoespecffica do acido linoleico pela 
lipoxigenase. 


O peroxido e o produto imediato da agao da enzima lipoxigenase. 
Em vegetais, a agao de outra enzima, a peroxido liase, evita o acumulo de 
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peroxido na celula, catalisando a reagao de degradagao com formagao de 
iliefdos responsaveis pela deterioragao do flavor (eqs. 1.16 e 1.17). 


eq. 1.16 


H(L) 

H H I H H 

CH, - CHJ. - C=C-C-C=C- CHJ, - COOH 
cis I cis 
H(D) 


i 

REMOgAO DO (L)~H : C„ 

H H . H H 

CH,— CH-X - C-C—Cr-C—C— CH 2 ) 7 - COOH 
H(D) 

0 2 

H 

CH. - CHJ, - C-CH-CH-CH-CH - CH 2 ) 7 - COOH 
I trans cis 
OOH 

13-L - HIDROPEROXI-9(CIS), 

II - (TRANS) ACIDO OCTADECADIEN6ICO 

r 


ch 3 - CH 2 )-CHO 
HEXANAL 


OHCCH 2 CH=CH(CH 2 ) 7 COOH 
ACIDO 12-OXODODECA-CIS-9-EN6ICO 


REMOgAO DO (D)--H : C„ 

H(L) 

H H | H H 

CH, - CH 2 ) 4 —C—C—C—C—C— CHJ 7 - COOH 


0 2 


OOH 

I 

CH } — CH 2 ) 4 -CH=CH-CH=CH-C- CHJ, - COOH 
cis trans l 


9-D -'HIDROPEROXI-10(TRANS), 

12 - (CIS) Acido octadecadien6ico 
LIASE-, 


CHj— CH 2 ) 4 - CH=CHCH 2 CHO 


CIS-3 - NONENAL 
+ 

OHC(CH 2 ) 7 COOH 

Acido 9-oxononan6ico 
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eq. 1.17 


COOH 


I 


LIPOXIGENASE 



COOH 


0011 



COOII 


OOH 


OCH—CH-, 

I * 

CH-CH(CH 2 >7COOH 



LIASE 


OCH-(CH 2 ) 7 -COOH 


CHO 


3 CIS-HEXENAL 


3 CIS,6 CIS-NONADIENAL 


ISOMERASE 


/\^ CH0 


CHO 


2 TRANS-HEXENAL 


2 TRANS, 6 CIS-NONADIENAL 


Alem do mais, carotenos, coinpostos sulfurosos e varios outros 
componentes sensfveis sao atacados pelos radicais livres produzidos 
durante a reaijao. Portanto, material rico em lipoxigenase e submetido ao 
branqueamento, que consiste em um aquecimento rapido do material para 
inativar a enzima. 

A lipoxigenase e uma proteina que contem ferro em seu centro 
ativo. A enzima e ativada pelo peroxido, e o Fe^, durante sua ativa^ao, e 
oxidado para Fe +++ , pela transferencia de um eletron para o oxigenio. O 
mecanismo dessa rea^ao apresenta os seguintes estadios (Figura 1.9): 

- Remo^ao do atomo de hidrogenio do carbono alfametileno do 
substrato 1,4-pentadiene e oxida^ao do atomo de hidrogenio para proton. 

- O radical pentadienil ligado a enzima e entao rearranjado para um 
conjugado diene, seguido da absorgao do oxigenio. 
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- O radical peroxil formado e entao reduzido pela enzima, e, apos a 
irxeracao com um proton, o peroxido e liberado. 

A reagao catalisada pela lipoxigenase e iniciada mesmo na ausencia 
de peroxido. Isto significa que a enzima por si so e capaz de remover a 
- -n tirladp. necessaria de energia para iniciar a reagao. As propriedades 
za enzima de ocorrencia em vegetais podem ser divididas em dois tipos: 

Tipo I - oxida somente acidos graxos livres, produzindo tanto o 9- 
quanto o 13-peroxido, em proporgdes diferentes, a partir do acido 
jnoleico (eq. 1.16). 

Tipo II - atua mais como catalisador da oxidagao e com muito 
menos especificidade para o acido linoleico, com o qual se produzem o 9- 
e o 13-peroxido em quantidades iguais (como na reagao de auto- 
rxidacao). Reage tambem com o substrato esterificado, nao requerendo, 
portanto, a liberaqao do acido graxo pela a$ao de lipases. 

Na oxidagao do acido araquidonico pela lipoxigenase, o produto 
formado da primeira oxigenagao e o I5-Lperoxi-5-cis, 8-cis, 11-cis, 13- 
irans-acido ecosatetraenoico, enquanto o da segunda e o 8-D, 15-L- 
peroxi-5-cis, 9-trans, 11-cis, 13-trans e 5-D, 15-L perdxi-6-trans, 8-cis, 
11-cis, 13-trans acido eicosatetraenoico. 

A lipoxigenase tipo II atua na co-oxidagao do caroteno e da 
cloroftla (Figura 1.10), degradando estes pigmentos para produtos 
incolores. Esta propriedade e utilizada no branqueamento da farinha de 
trigo. A adigao da lipoxigenase, na forma de pequenas quantidades de 
farinha de soja desengordurada (1,0%), a farinha de trigo, alem de 
melhorar suas propriedades reologicas, provoca-lhe o branqueamento. A 
melhoria observada e atribulda a oxidagao do lipldio da farinha de trigo 
pela lipoxigenase. O peroxido formado pela agao da enzima oxida grupos 
tiois do gluten com formagao de ligagoes cruzadas, favorecendo melhor a 
retengao de gas (isto resultara em massa com volume maior, melhor 
textura e mais resistente a movimentagao). 

O envolvimento dessa enzima na reagao de co-oxidagao pode ser 
explicado pela possibilidade de o radical peroxil nao ser totalmente 
convertido em peroxido, como ocorre na reagao catalisada pela 
lipoxigenase tipo I. Assim, uma fragao do radical peroxil livre e liberada 
pela enzima, removendo um atomo de hidrogenio, que pode ser tanto do 
acido graxo insaturado quanto do pigmento. 
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Figura 1.9 - Mecanismo da reaqao lipoxigenase tipo I. 
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P-H : pigmento (caroteno, clorofila) 

Figura 1.10- Rea^ao da lipoxigenase tipo II. 

A lipoxigenase catalisa a peroxida^ao de acidos graxos 
polinsaturados que possuem o sistema cis, cis-l,4-pentadiene. Na 
semente de soja sao encontradas tres lipoxigenases isoenzimas, 
denominadas L-l, L-2 e L-3, as quais diferem na especificidade pelos 
substratos e no comportamento enzimatico. Cada enzima, portanto, pode 
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estar envoivida na oxidagao de substratos em diferentes modos de a<jao 
quando a soja e esmagada ou danificada. O produto da oxida^ao - 
peroxido - decompoe-se adicionalmente em aldefdos de comprimento de 
cadeia media e alcoois, que sao os responsaveis pelo sabor de feijao cru, 
bem como em acidos triidroxilados, que conferem sabor amargo da soja, 
limitando sua utilizagao na forma de graos e da proteina como ingrediente 
em certos produtos. O peroxido formado pela a?ao enzimatica tambem 
oxida os grupos sulfidrila dos homogenatos de proteinas, resultando na 
diminui^ao da habilidade de forma?ao de gel. 

O aquecimento (branqueamento) e utilizado comercialmente para 
suprimir a atividade da lipoxigenase e, consequentemente, evitar a 
forma^ao do flavor desagradavel em produtos derivados da soja. 
Entretanto. a quantidade de calor necessaria para inativar a lipoxigenase 
frequentemente resulta em alguma insolubilizagao nas proteinas da soja, 
alcm do odor cozido desagradavel. Portanto, o problema lipoxigenase nao 
esta inteiramente resolvido, sendo o principal fator que limita a utiliza?ao 
de produtos derivados da soja. 

Soja deficiente em lipoxigenase L-2 apresenta significante 
diminui?ao do aldeido hexanal, que e o principal constituinte responsavel 
pelo sabor de feijao cru; portanto, o desenvolvimento de variedades de 
soja deficientes em lipoxigenase L-l, L-2 e L-3 seria de grande interesse 
para a industria de alimentos. 


Rancidez Hidrolftica 

Durante o armazenamento de alimentos, a fra?ao lipidica presente e 
lentamente hidrolisada pela agua a tempcratura elevada (processo fisico), 
ou por enzimas lipolfticas naturais ou produzidas por bacterias e fungos 
contaminantes, contribuindo para a rancifica^ao hidrolftica do alimento. 

Os acidos graxos de 14-22 carbonos liberados sao sensorialmente 
inativos, mas acidos graxos contendo 4-10 atomos de carbono conferem 
tfpico off-flavor em alimentos ou atuam como precursores de outras 
substancias de flavor ativo. Por exemplo, os acidos octanoico, dccanoico 
e dodecanoico produzidos pela hidrolise das gorduras de coco e dende 
conferem sabor de sabao a produtos de confeitaria. O limiar de percep 9 ao 
em agua dos acidos bulirico (Cf caproico (Cfl caprilico (C s ), 
caprico(C id) e IduricofCu) e de 0,5 a 10,0 ppm. 
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As enzimas lipolfticas consistem de dois grupos principals: lipases 
e fosfolipases e A r As lipases, ao contrario das rea^oes enzimaticas 
convencionais que ocorrem em solu^ao aquosa, sao ativas na interface da 
emulsao lipidio-agua; portanto, a homogeniza^ao e emulsificacjao 
estimulam a atividade enzimatica (Figura 1.11). 

As lipases estao freqiientemente presentes em multiplas formas e 
diferem em especificidade de acordo com sua origem. Por exemplo, a 
lipase do leite hidrolisa o acido graxo localizado no carbono-1, enquanto 
a lipase do Staphylococcus aureus tern preferencia pelo acido graxo 
localizado no carbono-2 do glicerol. 
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Figura 1.11- Hidrolise do triacilglicerol. 
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A hidrolise nao-enzimatica de lipidios e muito lenta, exceto quando 
eses sao aquecidos na presenga de agua a temperatura elevada (sob pressao 
ou durante tempo de aquecimento prolongado). Os acidos graxos livres sao 
-.-irtualmente inexistentes no tecido vivo, entretanto podem ser liberados pela 
^;ao enzimatica (lipase) apos a morte do tecido ou a colheita, caso esta 
enzima nao seja inativada. Os efeitos da reagao de hidrolise podem ser 
minimizados pelo armazenamento a frio e, ou, pela esterilizagao. 

Com a trituragao ou maceragao do tecido animal ou vegetal, a 
lipase e liberada e atuara no lipidio, liberando os acidos graxos. Em 
cereals e derivados (milho, trigo, cevada, aveia etc.), a hidrolise pode 
ocorrer durante o armazenamento inadequado, nas operates de 
rrocessamento e no produto final. A atividade da lipase esta concentrada 
na camada mais externa do grao. Por exemplo, lipase em arroz promove a 
rancidez hidrolftica em graos nao polidos durante o armazenamento, 
afetando a qualidade tanto do grao quanto do oleo. O resultado da 
hidrolise em cereais pode ser manifestado de diversos modos: 

1 - Off-flavor - por exemplo, sabor de sabao. 

2 - Aumento da acidez e redugao do pH. 

3 - Aumento na sensibilidade dos acidos graxos a oxidagao. 

4 - Alteragoes nas propriedades funcionais. Por exemplo, aumento 
de acido graxo livre na farinha de trigo resulta na massa com baixa 
capacidade de retengao de gas. 

As alteragoes do lipidio durante o armazenamento de graos 
dependem do teor de umidade. Graos secos podem ser armazenados por 
varios anos em temperaturas baixas, mas, se o teor de agua excede a 
14,0%, rapida hidrolise e iniciada (Tabela 1.5). 


Tabela 1.5 - Efeito do teor de umidade sobre o fndice de acidez em graos 
de soja armazenados a 37 °C 


% Umidade 

I.A. 

12 

1,0 

13 

1,1 

15 

1,5 

16 

1,8 

18 

7,0 
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Em kite e derivados, como em outras emulsoes do tipo agua/oleo, 
pode ocorrer a rancificaqao, caso nao sejam tratados termicamente de 
forma adequada. Lipases extracelulares produzidas por alguns tipos de 
microrganismos provocam a rancificagao em manteiga, liberando 
preferencialmente acidos graxos de cadeia curta, em razao da sua 
polaridade elevada. A lipolise e indesejavel para alguns produtos devido a 
formagao de flavor e odor estranho (rancidez hidrolftica). No entanto, 
quantidade limitada de lipolise e benefica a qualidade de alguns produtos 
(queijo, iogurte) pela formagao de sabor e odor desejavel. 

Especies Reativas Oriundas do Oxigenio (Er0 2 ) 

As especies reativas oriundas do oxigenio (ER0 2 ) e um termo 
coletivo que incluem radicals e nao-radicais derivados do oxigenio. Sao 
formadas por mecanismos enzimaticos, quimico, fotoquimico e por 
irradiagao do alimento. Os radicals oriundos do oxigenio sao: anion 
superoxido (0 2 *~), hidroxil (HO'), peroxiX (ROO‘), alcoxil (RO') e 
hidroperoxil (HOO’). Os nao-radicais sao os peroxidos de hidrogenio 
(H 2 0 2 ), ozonio (0 3 ) e oxigenio singlete (*0^. 

Esses radicals sao os principals responsaveis pela inicia^ao das 
rea^oes de oxida?ao de lipidios, proteinas, carboidratos e vitaminas em 
alimentos (Figura 1.12). A oxidagao de lipidios produz compostos 
volateis indesejaveis (aldeidos, alcoois e hidrocarbonetos); em protemas 
promovem a formagao de ligagoes cruzadas ou sua ruptura; em agucares 
produzem a formagao de compostos carbomlicos de baixo peso 
molecular; e as vitaminas, bem como os aminoacidos, sao mais 
facilmente oxidadas pelo oxigenio singlete que os lipidios e agucares. 

O radical hidroxil (HO*) e o mais reativo seguido do oxigenio 
singlete. O peroxido de hidrogenio e o anion superoxido sao importantes 
precursores para a formagao do oxigenio singlete e do radical hidroxil. O 
oxigenio singlete e um composto eletrofilico contendo elevado teor de 
energia. Reagem facilmente com acidos graxos polinsaturados e 
aminoacidos aromaticos, os quais sao moleculas ricas em eletrons 
(insaturagoes). 
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oxigenio singlete 


Figura 1.12 - Altera^oes qufmicas do alimento durante o processamento e 
armazenamento. 


O potencial de redu^ao das especies reativas e mostrado na Tabela 
1.6. O radical hidroxil possui o mais elevado potencial de redu^ao (2.310 
mV) dentre as especies reativas conhecidas. E um forte agente oxidante e 
extremamente eletrofilico, reage com compostos aromaticos e ligagoes 
duplas por adi^ao. Quanto mais elevado o potencial de redu§ao, maior e a 
capacidade oxidante do composto. O radical hidroxil, alem de 
extremamente eletrofilico, possui elevado potencial de redu 9 ao podendo 
reagir com qualquer componente do alimento. 

Tabela 1.6 - Potencial de redu 5 ao das especies reativas oriundas do 
oxigenio 


Especie 

HOO 

o 2 - 
h 2 o 2 
ro 6 

RO 

HO- 


Potencial de reduqao (mV) 

1.060-1.500 

940 

320 

1.000 

1.600 

2.310 
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1 - Anion superoxido (Of") - O anion superoxido pode ser formado por 
mecanismo enzimatico e quimico a partir do oxigenio triplete ( 3 0 2 ). O 
oxigenio triplete possui dois eletrons nao-pareados em orbitais diferentes 
em rota^ao paralela (Figura 1.5). Havendo configura^ao, e considerado 
di-radical e, portanto, nao reage com os componentes do alimento, os 
quais nao sao compostos radicais, a menos que se tomem. 

Quando o eletron e adicionado ao orbital do oxigenio triplete, o 
anion superoxido e entao formado. Nesta situagao, possui somente 1 (um) 
eletron nao-pareado em seu orbital, sendo, portanto, considerado 
composto radical (Figura 1.13). 

tt it t 

’o, or 

Figura 1.13 - Configuragao eletronica do anion superoxido. 

Os mecanismos enzimaticos de formagao do anion superoxido em 
alimentos ocorrem pela agao da enzima xantina oxidase, a qual atua sobre 
a xantina ou hipoxantina na presenga do oxigenio triplete (eq. 1.18), ou 
pela agao semelhante da enzima NADPH oxidase presente no alimento 
(eq. 1.19). 


eq. 1.18 

xantina oxidase 

Xantina + H 2 0 + 20 2 -► Acido urico + 20? ’ + 2H + 

eq. 1.19 


NADPH oxidase 

NADPH + 20 2 -► NADP + + 20 2 ‘ + IT 


2 - Radicals hidroperoxil e peroxil (HOO' e ROOH) - O radical 
hidroperoxil e a forma protonada do anion superoxido, formado pela 
reagao entre o peroxido de hidrogenio e radicais hidroxil (HO ), eq. 1.20 

eq. 1.20 

HO' + H 2 0 2 -►H00'(H + + 0 2 ") + h 2 o 

Os radicais peroxil (ROO ) sao formados pela reagao direta do 
oxigenio triplete com os radicais alquil (R ) durante a oxidagao de acidos 
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—axos insaturados, e a formagao subsequente do peroxido (ROOH) 
ccorre pela remogao do hidrogenio de outras moleculas insaturadas. Os 
peroxidos sao estaveis a temperatura ambiente; entretanto, calor, luz UV 
e metais de transigao aceleram a sua decomposigao, produzindo radicals 
reroxil (eq. 1.21). 

eq. 1.21 

R- + O,-► ROO' 


ROO' RH 


ROOH + R' 


calor, UV, metais 

ROOH -► ROO' + R' 


ROOH + HOO' 


ROO + H 2 O 2 


3 - Radicals hidroxil e alcoxil (HO' e RO') - A reagao de homolise do 
hidroperoxido e acelerada pela luz UV, calor ou metais de transigao com 
a formagao desses radicais (eq. 1.22). 

eq. 1.22 

Calor, UV 

ROOH -► RO' + OH 


ROOH + Fe + 


RO' + Fe +++ + OH' 


4 - Agua oxigenada (H 2 O 2 ) — Pode ser formada pela reagao entre o 
hidroperoxido e o radical peroxil (eq. 1.23). 

eq.1.23 

ROOH + HOO' -► H 2 0 2 + ROO' 

5 - Oxigenio singlete ( l 0 2 ) - O oxigenio singlete nao e urn composto 
radical em razao de nao apresentar eletrons nao-pareados (Figura 1.5). A 
sua formagao ocorre na presenga do oxigenio triplete e de sensores 
(pigmentos, riboflavina) presentes no tecido animal e vegetal. Esses 
pigmentos absorvem energia da luz e transfere para 0 oxigenio triplete, 
formando o oxigenio singlete. Esta e a principal rota de formagao do 
oxigenio singlete em alimentos. 

O oxigenio singlete pode reagir diretamente com os compostos 
ricos em eletrons, como as moleculas insaturadas. Os tocoferois, 
carotenoides, fenolicos, ascorbato e uratos possuem efeito amortecedor/ 
receptor do oxigenio singlete. 
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Reagao das especies reativas com os componentes do 
alimento 

1 - Lipidio - Os lipidios insaturados sao facilmente oxidados pelas 
especies reativas oriundas do oxigenio: 

- P eroxido de hidrogenio: Nao esta diretamente envolvido na inicia^ao da 
oxida^ao em razao de seu baixo potencial de redu^ao (320 mV), 
comparado com 600 mV dos acidos graxos insaturados. Entretanto, o 
peroxido de hidrogenio pode estar implicado indiretamente na oxidagao, 
por ser precursor da forma^ao do radical hidroxil, o qual e um forte 
iniciador da rea?ao de oxida?ao (eq. 1.24). 

eq. 1.24 

H 2 0 2 + Fe ++ -► HO’ + Fe^ 

- Anion superoxido: O seu baixo potencial de redu<jao (940 mV) nao e 
suficientemente forte para remover o hidrogenio de acidos graxos 
insaturados. Somente as especies reativas oriundas do oxigenio com o 
potencial de reduqao maior que 1.000 mV, sao termodinamicamente 
capazes de oxidar os acidos graxos insaturados (600 mV). 

- Radical hidroperoxil: O seu potencial de reducao (1.060 mV) e maior 
que o do anion superoxido, portanto e mais reativo. Remove hidrogenio 
somente de lipidios polinsaturados (linoleico, Iinolenico e araquidonico) 
formando radicais alquil (R ). O radical hidroperoxil nao reage com o 
oleico (Figura 1.14). 

H3C(CH 2 )4 - HC - CH - CH 2 - CH = CH - (CH 2 ) 7 COOH + HOO‘ 

^H 2 0 2 

>t 

H 3 C(CH2)4 - HC - CH = CH - CH=CH - (CH 2 ) 7 COOH + H 3 C(CH 2 )4 - HC = CH - CH = CH - CH - (CH 2 ) 7 COOH 
13-radical 9 - radical 

Figura 1.14 - Forma^ao do radical alquil pela rea^ao entre o radical 
peroxil e acido linoleico. 

Na presen 9 a do radical peroxil, pode tambem remover o hidrogenio 
do peroxido formando novo radical peroxil (Figura 1.15). 
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H3C(CH2)4 - HC = CH - CH = CH - (CH 2 )7COOH + HOO' 

I 

OOH 

H2O2 

H3C(CH2)4 - HC = CH - CH = CH - (CH2)7COOH 
00 ' 

Fir ura 1.15 - Reagao entre o peroxido do acido linoleico e o radical 
peroxil. 

- Radical peroxil: Com o potencial de redugao de l.OOOmV, sao otimos 
.rentes oxidantes. Aceleram a oxidagao de lipidios pela remogao do 
hrdrogenio de outras moleculas de menor potencial de redugao. O radical 

T.dio formado desta reagao interage com o oxigenio triplete formando 
retro radical peroxil (eq. 1.25). 

eq. 1.25 

R00 + RH * ROOH + R' 

R' + 0 2 * ROO' 

- Radical hidroxil: Especie eletrofilica com elevado poder oxidante 
2.300 mV), capaz de iniciar a reagao de oxidagao de lipidio. Remove o 

hidrogenio da vizinhanga da insaturagao, formando radical livre que, 
posteriormente, reage com o oxigenio triplete propagando a formagao de 
novos radicais livres (eq. 1.26). Alternativamente, pode-se adicionar 
diretamente a insaturagao formando o acido graxo radical hidroxilado 
i.eq. 1.27), e esse radical formado, por sua vez, reage com o oxigenio 
triplete formando o radical peroxil hidroxilado, propagando a reagao de 
oxidagao de lipidio. 

eq. 1.26 

RH + HO —> R + H 2 0 
R' + 0 2 —* ROO' 

R' + RH -> RH + R' 






68 


Quimica de Alimemos - Teoria e pratica 


eq. 1.27 

H3C - (CH2)7 - HC - C1I - (CH 2)7 - COOH 
+ HO* 


II3C - (CH2)7 - HC - CH - (CH2)7 - COOII + H3C - (CH 2)7 - HC - CH - (CH2)7 - COOH 


OH 


+ 302 


OH 


OO* 

I 

H3C - (CH 2)7 - HC - CH - (CH2)7 - COOH 

I 

OH 


00 * 

I 

H3C - (CH2)7 - HC - CH - (CH2)7 * COOH 

I 

OH 


- Oxigenio singlete: O oxigenio singlete pode atacar diretamente a 
insaturagao do acido graxo insaturado, com a formacao de hidroperoxido 
trans, pela alteragao na posigao da ligagao dupla durante a reagao. A 
velocidade da reagao do oxigenio singlete com os acidos graxos oleico, 
linoleico e linolenico nao difere grandemente, enquanto o numero de 
insaturagao do acido graxo apresenta efeito importante na rea^ao de 
oxida^ao com o oxigenio triplete (p. 37). 

- Radical alcoxil: O radical alcoxil com elevado potencial de redugao 
(1.600 mV) tambem e capaz de iniciar a rea<jao de oxidagao de lipidios. A 
decomposi^ao homolftica da liga^ao oxigenio-oxigenio do hidroperoxido 
forma o radical alcoxil. A adicional ruptura homolftica da liga^ao 
carbono-carbono do radical alcoxil leva a formagao de aldefdos, acidos, 
alcoois e hidrocarbonetos de cadeia curta (p. 43). 

2 - Colesterol - A velocidade da oxidagao do colesterol pelas especies 
reativas oriundas do oxigenio e relativamente baixa comparada com os 
acidos graxos polinsaturados contcndo fosfolipfdio. 

- Oxigenio singlete: A reagao entre o oxigenio singlete e o colesterol 
produz quatro hidroperoxido: 5a-OOH (5-hidroperoxido), 5P-OOH (5- 
hidroperoxido), 6a-OOH (6-hidroperoxido) e 6p-OOH. Esses 
hidroperoxidos sao adicionalmente degradados. 

- Radical hidroxil: Remove o hidrogenio da molecula do colesterol (C-7), 
formando radicais, os quais podem subsequentemente format* 
hidroperoxidos, principalmente o 7a- e 7|3-OOH. Os produtos oriundos 
da oxidagao do colesterol sao importantes classes de substancias toxicas. 

3 - p-caroteno - Reage com os radicais peroxil, hidroxil e oxigenio 
singlete com perdas de sua coloragao caracterfstica. 
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- Radical peroxil: O radical peroxil pode tanto remover o hidrogenio 
formando o radical caroteno (Car '), ou pode ser adicionado ao (3- 
caroteno. O potencial de redugao do (}-caroteno e do radical peroxil e de 
542 e 1.000 mV, respectivamente. A remo?ao contfnua do hidrogenio e a 
mcorporagao subseqiiente do oxigenio levam a formagao de compostos 
carbomlicos e epoxidos (Figura 1.16). 

ROOH 

} _ . +0 2 + Car 

Car + ROO z —► Car -► Car - 00 -► Car - O - O - Car* 

decompde 

Car - 0* ou Car - epoxido 
+ Car 

Car - O - Car* 

+ O2 


Car - O - Car - 00' 


+ Car 


decompoe 

Car* + ’O - Car - O* - Car - O - Car- O* 


decompoe 


Car - O - Car - 00 - Car' 


O 


O 


C - Car - C 


dicarbonila 


Figura 1.16 - Oxidasao do (3-caroteno pelo radical peroxil via caroteno 
radical. 


- Radical hidroxil: O |3-caroteno reage com o radical hidroxil formando o 
radical caroteno (Car'), o que em razao da deslocaliza^ao de eletrons em 
sua estrutura e estavel. Interage com outros radicais e nao com o oxigenio 
triplete, formando produtos nao-radicais (eq. 1.28). 


Car + OH 
Car' + ROO ’ 


Car' + H 2 0 
Car - OOH 


eq. 1.28 
















Oxidagao de Lipidios em Alimentos 


71 


- Anion superoxido: Com o anion superoxido, forma-se o deidroacido 
ascorbico pela remogao do proton e agua oxigenada. O deidroacido 
ascorbico e instavel e se decompoe em acido oxalico e acido treonico. 

- Radical hidroxil: Oxida o acido ascorbico formando o deidroacido 
ascorbico pela remogao do hidrogenio (Figura 1.19). 



O = c - OH 
I 

O = c - OH + 

Ac. oxalico 



0 = c - OH 

O = c " OH 

O = c 

HQ " OH ^_ 

- 0 - 

II 

0 

1 

HO-CH 

HC-OH 

1 

CH 2 OH 

ho-ch 

| 

Ac. L-treonico 

CH 2 OH 


Ac. diceto-L-gulonico 


Figura 1.19 - Oxidagao do acido ascorbico pelo radical hidroxil. 

6 - Tocoferois - Sao oxidados pelo radical peroxil e pelo oxigenio 
singlete. 

- Radical peroxil: Os tocoferois transferem o atomo de hidrogenio da 
hidroxila do anel na posiijao 6 para o radical peroxil, formando o 
hidroperoxido e o radical tocoferil (T ), o qual e estavel em razao de sua 
estrutura ressonante (Figura 1.20). 

Esta rea^ao diminui a velocidade de oxida 9 ao de lipidios 
competindo com radical peroxil pelos lipidios insaturados. Considerando 
o potencial de reduqao do radical peroxil de 1.000 mV, espera-se que a 
reagao com os tocoferois com potencial de redugao de 500 mV ocorra de 
forma mais rapida que com os lipidios insaturados com potencial de 
redugao de 600 mV. O radical tocoferil formado pode reagir com o 
radical peroxil formando tocoferol quinona ou reagir com outro radical 
formando tocoferol dimero. 
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+ ROO* 



+ ROOH 



tocoferol quinona 


+ ROOH 


Figura 1.20 - Rea?ao do tocoferol com o radical peroxil. 


- Oxigenio singlete: O tocoferol reage de forma irreversfvel com o 
oxigenio singlete formando a peroxidienona, quinona e epoxido (Figura 
1.21). A velocidade da reaqao depende do tipo da estrutura, sendo a do 
a-tocoferol a mais elevada, seguido do P-, y- e 8-tocoferol. 
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Figura 1.21 - Oxida^ao do tocoferol pelo oxigenio singlete. 

7 - Vitamina D - A vitamina D com potencial de redu^ao de 650 mV 6 
oxidada pelo oxigenio singlete formando epoxido (Figura 1.22). 



5,6 - diol 


Figura 1.22 - Oxidagao da vitamina D pelo oxigenio singlete. 























74 


Quimica de Alimentos - Teoria e prdtica 


Oxidagao de Lipidios Durante o Processamento 

A ocorrencia de lipidios em animais e vegetais pode ser dividida 
em duas classes: trigliceridios (deposito), utilizados como fonte de 
energia, e membranas (fosfolipidios, esterois, esfingolipidios e 
glicolipidios). Ambas participam da deteriora^ao dos alimentos. 

No processo de refmo de oleos vegetais comestiveis, varios 
componentes menores sao removidos com o intuito de melhorar a aparencia, 
odor, sabor e estabilidade do produto. Estas substancias incluem acidos 
graxos livres, fosfolipidios, carboidratos, protemas e produtos de sua 
degrada^ao, agua, pigmentos (carotenoides e clorofila) e produtos oriundos 
da oxidagao de lipidios. As etapas de refmo sao: degomagem, neutralizagao, 
branquecimento, desodorizagao e, as vezes, hidrogenagao. 

1) Degomagem acida com H^PO^ 

Remogao de: 

- fosfolipidios 

- protemas 

- amido 

- tra^os de metais 
Forma^ao de: 

- esteres de acido fosforico 

- acidos graxos livres 

- acido fosforico 

2) Neutralizagao com NaOH 
Remo<jao de: 

- acido fosforico 

- fosfolipidios 

- compostos fenolicos 

- tra?os de metais 
Formacjao de: 

-sabao 

- digliceridios 

- agua 
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3j Branqueamento com argila ativada 
Remogao de: 

- pigmentos (clorofila, caroteno etc.) 

- fosfolipfdios 

- peroxidos 

- tragos de metais 
-sabao 

- acido fosforico 
Formagao de: 

- acidos graxos trans 

- cetonas e aldeidos 

- acidos graxos livres 

- dfmeros e polfmeros 

- tragos do adsorvente 

- Desodorizagao (180 °C a 260 °C) 

Remo^ao de: 

- acidos graxos livres 

- carotenoides 

- aldeidos e cetonas 

- outros volateis 

- pesticidas 

- hidrocarbonetos 
Formagao de: 

- dfmeros e polfmeros 

- acido graxo trans 

- cores 

Diversas substancias naturais com propriedades antioxidantes sao 
extrafdas, especialmente durante a remogao dos fosfolipfdios na etapa de 
z£gomagem. Nesta etapa, H 3 P0 4 e agua sao adicionados para decompor 
os sais de fosfolipfdios e transforma-los para a forma insoluvel em 
fcpfdios. As gomas formadas sao, entao, removidas por centrifugagao. 
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Na etapa seguinte, tratamento alcalino, os acidos graxos livres sao 
removidos, utilizando-se solugao aquosa de NaOH ou Na 2 C0 3 . Os acidos 
neutralizados sao, entao, eliminados pela lavagem com agua quente. O 
sabao residual, alem de outras impurezas, como pigmentos naturais 
(caroteno e clorofila), e adsorvido pela argila ativada ou pelo carvao e 
removido durante o processo de branqueamento. 

A ultima etapa de refinamento e a desodorizagao, que consiste no 
tratamento com vapor aquecido a temperatura de 220-250 °C e a pressao 
reduzida de 1,0 Kpa, ou menos, para se removerem os volateis (aldefdos, 
cetonas, peroxidos). Ainda nesta etapa, os teores de tocoferois, esterois e 
de pesticida sao reduzidos. Com a utilizagao da temperatura elevada 
ocorre a polimerizagao do oleo. O teor de insaturagao diminui durante as 
reaches de polimerizagao, resultando na diminuigao de acidos graxos 
polinsaturados. 


✓ 

Oleos/gordura 

Como em outras reagoes quimicas, a velocidade da oxida^ao 
aumenta com a temperatura. A indu^ao termica das rea^oes de oxida 9 ao 
ocorre em ambos os lipidios (saturados e insaturados) a temperatura 
utilizada nos processos de frituras. A fritura e um processo de imersao do 
produto em oleo aquecido a temperatura entre 150 e 190 °C. O tempo de 
fritura, area superficial do alimento, teor de umidade do alimento e o tipo 
de oleo utilizado influencia a sua absorc^ao pelo produto. A maioria dos 
volateis evapora-se juntamente com o vapor, e o remanescente e 
absorvido pelo alimento ou e adicionalmente modificado por meio de 
reagoes quimicas. 

Os compostos nao-volateis presentes alteram as propriedades 
quimicas e fisicas do oleo e do alimento. A fritura (Figura 1.23) acarreta 
diversas altera 5 oes no oleo: diminuigao dos acidos graxos insaturados 
presentes no oleo aumenta a formagao de espuma, coloragao, 
viscosidade, densidade, teor de acidos graxos livres, de substancias 
polares e compostos polimericos. 

Essas altera 9 oes resultam em uma serie de mudan 9 as fisicas, 
algumas facilmente observadas: 

1 - Forma 9 ao de espuma: relacionada com a forma 9 ao de 
polimeros. 
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2 - Aumento da viscosidade e densidade: conseqiiencia das reagbes 
de polimerizagao. 

3 - Variagao das caracteristicas organolepticas: determinadas pelo 
desenvolvimento de sabor e odor tfpicos de oleo/gordura aquecidos em 
temperatura elevada. 



7 -ura 1.23 - Transformagoes qufmicas no oleo durante a fritura. 
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4 - Escurecimento atribui'do a presenga de compostos carbonflicos 
insaturados ou a compostos de natureza nao-polar oriundos do alimento 
solubilizado no oleo/gordura. 

5 - Diminuigao do ponto de fumaga: relacionada a queima de 
acidos graxos livres. 

6 - Formagao de peroxidos, epoxidos, hidroxidos e cetonas. Estas 
substancias podem ainda ser fragmentadas em moleculas menores ou 
permanecer como tal, interligando-se, com formagao de dfmeros e 
polfmeros. Tais produtos oxidados sao classificados como substancias 
volateis, monomericas e polimericas. 

7 - Novas ligagoes carbono-carbono na ausencia do oxigenio 
podem ser formadas. Se estas ligagoes ocorrem no mesmo acido graxo, o 
produto final sera o acido graxo ciclico e a ligagao entre dois acidos 
graxos resultara na formagao de dfmeros, tanto na mesma molecula do 
triacilglicerol ou entre duas moleculas. Adicionais ligagdes cruzadas entre 
essas moleculas formam polfmeros de alto peso molecular. 

A gordura saturada e mais estavel, muito embora significantes 
produtos oriundos de sua degradagao oxidativa e termolftica possam ser 
formados. Os oleos insaturados degradam-se rapidamente, e a gordura 
hidrogenada o faz em menor extensao. Portanto, a estabilidade ao 
aquecimento difere nos varios tipos de oleo/gordura (Tabela 1.7), 
aumentando com a hidrogenagao das ligagoes duplas. 


Tabela 1.7 - Estabilidade relativa de oleos/gorduras a fritura 


Oleo/gordura 

Estabilidade 

Girassol 

1,0 

Soja 

1,0 

Soja hidrogenada 

2,3 

Amendoim 

1,2 

Amendoim hidrogenado 

4,4 

Dende 

1,5 

Porco 

2,5 

Manteiga 

2,3 

Coco 

2,4 
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A combinagao de calor, ar, luz, umidade e fragmentos do produto 
que esta sendo aquecido contribuem para sua oxidagao, alterando 
substancialmente suas propriedades quimicas e fisicas (Tabelas 1.8 e 1.9). 
Por exemplo, as reaqoes envolvendo as ligagoes duplas provocam 
diminuigao no indice de iodo, e a reagao de formagao de compostos de 
alto peso molecular altera a viscosidade. 


Tabela 1.8 - Alteragoes quimicas no oleo de algodao aquecido a 225 °C 


Tempo (horas) 


0 

72 

194 

Indice de iodo 

no 

91 

73 

Indice de peroxido 

2,5 

1,5 

0,0 

V’iscosidade (poise) 

0,6 

2,1 

8,1 

Peso molecular (medio) 

850 

1.080 

1.510 

Tabela 1.9 - Alteragoes no oleo de girassol durante a fritura de batata 

Tempo (horas) 


0 

12 

72 

Peroxido (meq/kg) 

1-8 

18-45 

22-120 

Acidez (mg/g) 

0,05-0,10 

1,2-1,4 

1,8-2,2 

Lipidios polares*(%) 

1-4 

4-10 

8-16 

Potimeros (%) 

0,1-0,3 

0,4-1,8 

3,0-4,6 

* Monogliceridios, digliceridios, AGL 

e outros. 




As reagoes de hidrolise, oxidagao e polimerizagao sao comuns no oleo 
de fritura, produzindo compostos volateis e nao-volateis (Tabela 1.10). 


Tabela 1.10 - Alteragoes do oleo/gordura durante a fritura 


T^k> de Alteracao 

Agente 

Compostos Resultantes 

--*- 

Hsdroiise 

Umidade 

Acidos graxos 

Monogliceridios 

Digliceridios 

Glicerol 

Monomeros cfclicos, polfmeros. 

CKniacao 

Oxigenio 

volateis (aldeidos, Acidos, hidrocarbonetos, 
cetonas, dlcoois etc.) 

termicas 

Temperatura 

Monomeros cfclicos, dfmeros e polfmeros 
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1 - Hidrolise do oleo. Quando o alimento e aquecido no oleo, a sua 
umidade e liberada na forma de vapor. As reagoes qufmicas no oleo de 
fritura e no alimento pela agao da agua, vapor e oxigenio sao entao 
iniciadas. A agua e um nucleofflico fraco e ataca as ligagoes ester do 
triacilglicerol formando di- e monoacilglicerol, glicerol e acidos graxos 
livres (Figura 1.23). 

O teor de acido graxo livre no oleo de fritura aumenta com o 
numero de frituras com conseqtiente diminuigao de seu ponto de fumaga. 
Portanto, o fndice de acidez e utilizado para monitorar a qualidade do 
oleo. Os peroxidos formados nessas condigoes sao imediatamente 
fragmentados; portanto, a determinagao do fndice de peroxido para 
avaliar a qualidade do oleo/gordura nao e o metodo apropriado. 

A hidrolise ocorre preferencialmente em oleos contendo acidos 
graxos de cadeia curta e insaturado (sao mais hidrosoluveis) que aqueles 
contendo acidos graxos de cadeia longa e saturada. Elevada quantidade 
de agua promove a hidrolise do oleo rapidamente, sendo mais eficiente 
que o vapor. Os produtos resultantes da hidrolise (di- e monoglicerfdos, 
glicerol e acidos graxos livres) aceleram a reagao de hidrolise. O glicerol 
evapora a temperatura de 150 °C e o remanescente no oleo promove a 
hidrolise liberando acidos graxos livres. 

2 - Oxidagao do oleo. O mecanismo da oxidagao termica e identico a 
autoxida^ao, mas a velocidade da rea^ao e maior. O triglicerfdio no 
estado singlete nao reage com o oxigenio di-radical triplete (Figura 1.5) 
em razao do conflito basico existente da conservagao do spin. O oxigenio 
do ar e um composto di-radical e, portanto, requer o triglicerfdio na forma 
de radical para que ocorra a rea^ao de oxida^ao. Por isso, para que esta 
rea<jao ocorra, e necessario remogao do hidrogenio localizado no carbono 
do acido graxo insaturado contendo a ligacjao mais fraca (Figura 1.4), 
para se tornar entao radical. O calor, luz, metais e especies reativas 
oriundas do oxigenio facilitam a formagao de radicais no oleo. 

A ligagao covalente oxigenio-oxigenio presente no hidroperoxido 
(R-O-O-H) e relativamente fraca (44 Cal/mole), portanto, nao sao 
estaveis e se degradam durante a operagao de fritura (Tabelas 1.8 e 1.9). 
Sao decompostos para radicais alcoxil e hidroxil pela homolise da ligagao 
peroxido. Os radicais alcoxil podem interagir entre-se ou decomposto 
formando produtos nao-radicais. 
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A quantidade de compostos volateis presentes no oleo depende 
do tipo de oleo, do alimento e das condigoes de fritura. O 
desaparecimento ou perdas de compostos volateis durante a fritura e 
devido a combinagao da evaporagao e decomposigao, bem como 
reagoes com outros componentes presentes no alimento. Os volateis 
rodem ser adicionalmente oxidados, dimerizados e polimerizados. A 
velocidade das reagoes de degradagao aumenta com o aumento da 
;oncentragao de oxigenio e de radicals livres. 

? - Reagoes de polimerizagao. Os principals produtos da decomposigao do 
oleo de fritura sao os compostos polares nao-volateis, dimeros e polimeros 
de trigliceridios. A quantidade de compostos ciclicos e relativamente 
pequena em comparagao com os compostos polares nao-volateis, dimeros e 
polimeros (Tabela 1.11). 

Aumentando-se o numero de frituras e da temperatura, aumenta 
tambem a quantidade de polimeros formados (Tabela 10). Estes, sendo 
ricos em oxigenio, promovem adicional oxidagao do oleo, aumento na 
viscosidade, diminui a transference de calor, produgao de espuma, 
aumenta a absorgao do oleo pelo alimento e desenvolve coloragao 
indesejavel no alimento. 


Tabela 1.11 - Formagao de polimeros de triacilglicerol (mg/100 mg oleo) 
em oleo de girassol durante repetidas frituras de batata 


Numero de frituras 


0 

20 

30 

50 

75 

Polfmero triglicerfdio 

0,10 

1,65 

2,50 

3,15 

3,44 

Dimero triglicerfdio 

0,75 

6,25 

7,0 

7,37 

7,51 


Os dimeros e polimeros sao moleculas de alto PM contendo 
ligagoes - C- C-, - C- O- C- (ligagao eter) e-C-O-O-C- 
iliaagao peroxido), podendo ser ciclicos ou aciclicos dependendo da 
reagao e tipos de acidos graxos envoivido (Figura 1.24 e 1.25). 
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— CH 2 " CH= CH- CH 2 - CH= CH- CH= CH- CH- CH 2 — radical alquil (18:3) 

+ o 

— CH 2 - CH= CH- CH 2 - CH= CH- CH= CH- CH- CH 2 — radical alcoxil (18:3) 

Y 

— CH 2 " CH= CH- CH 2 - CH= CH- CH= CH- CH- CH 2 — 

o ligagao eter 

— CH 2 - CH= CH- CH 2 - CH= CH- CH= CH- CH- CH 2 — 


— CH 2 “ CH= CH- CH 2 - CH= CH- CH= CH- CH- CH 2 — 

o 

4- 

6 

I 

— CH2- CH= CH- CH2- CH= CH- CH= CH- CH- CH2 — 




— CH2“ CH= CH- CH 2 - CH= CH- r CH= CH- CH- CH 2 — 


o 


I 

o 


liga 9 ao peroxido 


I 

— CH2- CH= CH- CH2- CH= CH- CH= CH- CH- CH 2 — 


Figura 1.24 - Forma^ao de polfmeros contendo liga^oes eter ou peroxido 
durante a fritura. 

As reagoes de dimerizagao e polimerizagao que ocorre em oleo de 
fritura sao do tipo radicais. Os radicals alilicos (R ) sao formados pela 
remogao do hidrogenio localizado no carbono a-metileno a dupla ligagao. 
Os dimeros sao formados pela reagao entre os radicais alilicos contendo 
ligagao C - C (Figura 1.25). 
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R r CH 2 -CH= CH - R 2 


^H* 


Rj- CH - CH = CH - R 2 


Rj- CH - CH= CH-R 2 


+ 

-> 


+ 

▼ 


Rr ch 2 -ch= ch-r 2 


R r CH-CH= CH- R 9 

I 

Rr CH-CH= ch-r 2 
Dimero 


Rr CH-CH= ch-r 2 
R r ch 2 -ch- ch-r 2 


+ H* 


Rr ch-ch=ch-r 2 

Rr Ct^CH- CH2-R 2 
Dimero 


+ Rr ch 2 -ch=ch-r 2 


Rr CH-CH=CH-R ? 

\ +H- 

Rr ch 2 -ch-ch-r 2 -► 

Rr ch 2 -ch- ch-r 2 


Rr ch-ch= ch-r 2 

Rr ch 2 -ch- ch-r 9 
/ 

Rr ch 2 -ch- ch-r 2 
Trimero 


+ Rr ch 2 -ch=ch-r 2 


Polimero 

Frora 1.25 - Forma^ao de polimero aciclico do acido oleico durante 
fritura. 

Faiores que afetam a qualidade do oleo durante a fritura 

I - Incorporacao de oleo novo ao de fritura : a incorpora£ao freqiiente (15 a 
J») no oleo de fritura diminui a fonnagao de compostos polares, 
febceridios e acidos graxos livres; portanto, aumenta a sua utilizagao. 

I 2 - Tempo e temperatura de fritura'. o tempo de utilizagao aumenta o teor 
de acidos graxos livres, compostos polares e triglicerfdios oxidados. 
T emp eratura elevada acelera a oxidagao termica e a polimerizagao do 
tier contendo ligagoes eter (- C - O - C -) e diminui a formagao de 
yeturer os contendo ligagoes peroxido (- C - O - O - C -). O 
afoecimento e resfriamento intermitente do oleo provocam deterioragao 
: acentuada que o aquecimento contfnuo, devido a solubilidade do 
•tisenio que aumenta no oleo quando este e resfriado. 
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3 - Qualidade do oleo de fritura : a presenga de acidos graxos livres e o 
grau de insaturagao aceleram a oxidagao termica do oleo. O oleo de 
milho, por exemplo, e melhor para ser utilizado em frituras que o de soja 
e canola, pois e menos insaturado que ambos (Tabela 1.2). O teor de 
acido linolenico e critico em frituras, em razao da estabilidade do oleo e 
do aparecimento de flavor indesejavel no alimento frito. 

A utilizagao do oleo hidrogenado (Tabela 1.7) aumenta sua 
•estabilidade; entretanto este processo, alem de produzir acidos graxos 
trans, confere flavor metalico. A mistura de diversos tipos de oleo com o 
objetivo de alterar a sua composigao, ou seja, a filtragao do oleo usado 
com o objetivo de diminuir acidos graxos livres, diminui o processo 
oxidativo durante a fritura. Oleos utilizados em frituras devem apresentar 
baixos niveis de acidos graxos livres e peroxido (Tabela 1.12). Alimentos 
com elevado teor de umidade, provocam intensa hidrolise do oleo durante 
a fritura. Metais de transigao como o ferro, presentes na carne, 
acumulam-se no oleo aumentando a velocidade da oxidagao, bem como a 
degradagao termica. 

Tabela 1.12 - Especificagao de oleo/gordura utilizado em fritura 


Parametros 

Nfveis 

Acido graxo livre 

0,05 - 0,08% 

fndice de peroxido 

1,0 meq/kg 

Ponto de fumaga 

200 °C 

Umidade 

0,10% 


4 - Antioxidantes : os antioxidantes sinteticos (BHA, BHT, PG e TBHQ) 
diminuem a velocidade da oxidagao do oleo a temperatura ambiente. 
Entretanto, tomam-se menos efetivos a temperatura elevada em razao das 
perdas por volatilizagao ou decomposigao. A quantidade de oxigenio 
dissolvido no oleo acelera a sua decomposigao. O borbulhamento com 
nitrogenio durante 15 minutos ou dioxido de carbono por 5 minutos antes 
do aquecimento diminui o oxigenio dissolvido e reduz a oxidagao durante 
o procedimento de fritura. O dioxido de carbono oferece melhor protegao 
em virtude de sua elevada solubilidade e densidade que o nitrogenio. 
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Esta operagao envolve a adigao de hidrogenio a insaturagao 
presente no acido graxo, tomando possi'vel alterar o seu estado fisico, ou 
seja, converte oleo liquido em semi-solido, alem de toma-lo mais estavel 
a oxidagao (reduz o numero total de insaturagdes). Algumas das ligagoes 
duplas presentes originalmente no oleo na configuragao cis sao 
isomerizadas para a forma trans e podem ser deslocadas de sua posigao 
original ao longo da cadeia de hidrocarbonetos, originando diversos 
isomeros posicionais (Tabela 1.13). 

Os acidos graxos trans possuem ponto de fusao mais elevado que o 
correspondente na forma cis. A forma cis apresenta estrutura dobrada, 
enquanto a forma trans e mais linear, similar as estruturas dos acidos 
graxos saturado. A principal fonte de acidos graxos trans na alimentaqao 
(90-95%) e a hidrogenagao comercial de oleos vegetais. Uma segunda 
fonte ocorre em alimentos oriundos de ruminantes resultantes da 
bioidrogenagao no rumen destes animais (leite, came e derivados). 

Na pratica, o oleo e inicialmente misturado com catalisador 
adequado (geralmente o m'quel finamente moi'do, 0,05 - 0,20%), 
aquecido a temperatura de 140-225 C em tanques fechados e exposto 
durante a agitagao ao hidrogenio a pressao de 60 psig. O progresso da 
reagao de hidrogenagao e monitorado determinando-se alteragoes no 
mdice de refragao, o qual esta relacionado com o grau de saturagao do 
oleo. Quando se atinge o ponto final desejado, o oleo hidrogenado e 
resfriado e o catalisador e removido por filtragao. 

O produto final ainda possui 50-85% de acidos graxos insaturados 
(Tabela 1.13). O oleo vegetal e seletivamente hidrogenado para se obter 
elevado grau de isomerizagao cis-trans, retendo-se maxima quantidade de 
acido oleico e linoleico. O produto solidifica a temperatura baixa 
desejavel. A margarina, contrario a crenga popular, possui muito pouco 
acido graxo saturado e elevada percentagem de acidos graxos trans. 
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. ibela 1.13 - Altera^oes na composipao de acidos graxos durante a 
hidrogenapao do oleo de soja 


Acido graxo 

Oleo original 

Oleo 

hidrogenado 

Palmitico 

6- 10 

6-10 

Estearico 

2-4 

3-16 

Oleico (cis) 

22-32 

28-48 

(trans) 

- 

22-48 

Lmoleico (cis-9, cis-12) 

50-60 

5-24 

(cis-9, trans-12) 4 - (trans-9, cis-12) 

- 

2-8 

(cis-9, trans-12) + (trans-8,cis-12) 

- 

4 

Linolenico 

2-5 

0-2 


A formaijao de acidos graxos trans e favorecida pelo uso de alta 
coocentra^ao de catalisador e temperaturas elevadas no processo. O oleico 
«. IS: 1 cis-9) forma o isomero trans elaidico (18:1 trans-9) durante a 
~ irogena^ao parcial de oleos vegetais. A Figura 1.26 mostra que o acido 
trans possui dois atomos de hidrogenio em lados opostos a dupla 
Ssagao, e a configura^ao cis possui os dois hidrogenios do mesmo lado. Esta 
Teqjena alterapao possui conseqiiencias significativas no formato do acido 
saxo. afetando suas propriedades ffsicas. 


CH j - (CH 2 ) 7 (CH 2) 7 . C00H 

\ / 

/ C = \ 

H H 

Acido oleico (18:1 cis-9) 

PF =14 °C 


CH 3 - (CH 2 ) 7 

H 

\ / 

C = C 

^ ^(CH 2 ) 7 - COOH 

Acido elaidico (18:1 trans-9) 
PF = 43,7 °C 


fisura 1.26 - Estruturas do acido oleico e elaidico. 


Os acidos graxos trans nao sao biologicamente equivalentes ao seu 
sctnero cis, e o conhecimento cientifico de suas propriedades biologicas 
e controvertido, embora evidencias consideraveis existam: aumento 
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de triglicerfdios e do LDL e diminui^ao do HDL, portanto potencialmcntc 
eleva os riscos de doen 9 as cardiovasculares. 

0 mecanismo de hidrogenagao envolve a rea^ao entre acidos 
graxos insaturados e alomos de hidrogenio adsorvidos no catalisador 
metalico. Inicialmente ocorre a forma^ao do complexo carbono-mctal (a 
insatura^ao e absorvida na superffcie do metal) e o atomo de hidrogenio e 
cntao transferido da superffcie do metal para um dos carbonos da 
insatura^ao. 

O consumo de hidrogenio para promover uma completa 
hidrogena^ao pose ser calculado, conforme exemplos a seguir: 

1) Quantos ml de hidrogenio seriam necessarios para saturar 
completamente 100 g de acido oleico puro, utilizando o catalisador nfquel 
e hidrogenio puro? Dados: 1 mol de H 2 = 22,4 litros (CNTP). 

Ni 

C 17 H 33 - COOH + 1H 2 - > acido esterarico 

282 g de acido oleico-(1 mol H 2 ) 22,4 litros 

100 g de acido oleico- x 

X = 7,94 litros H 2 ou 7.940 ml H 2 

2) Quantos litros de hidrogenio seriam necessarios para converter 
100 g do acido linoleico para estearico? 

Linoleico + 2H2- > estearico 

Ni 

280 g de acido linoleico-(2 rnols H2) 44,8 litros 

100 g de acido linoleico- x 

x = 16 litros 


Came 

A principal causa da deteriora^ao da came e a rancidez oxidativa 
envolvendo a oxida^ao de acidos graxos pol insaturados (Tabela 1.14). 
Exceto em peixe, todos os acidos graxos altamente insaturados estao 
associados predominantemente aos fosfolipidios. Os lipfdios do tecido 
adiposo da carne de boi (11 - 28% de gordura) sao altamente saturados. 
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Na came, constituem 2,0 a 4,0% do total da gordura e compreendem 
alguns fosfolipidios contendo 25% e acima de 19% de acido graxo, 
respectivamente com duas ou tres e quatro ou mais insatura?5es. Sao 
esses os responsaveis pela rancidez, especialmente pelo fato de se 
encontrarem muito proximo de catalisadores (heme). 

Tabela 1.14 - Acido graxo insaturado em came 


% 


Ac. graxo 

Cameiro 

Boi 

Porco 

Frango 

Peixe 

C1S: 1 

19,5 

33,5 

12,8 

20,2 

19,6 

08:2 

18,5 

10,5 

35,1 

14,2 

5,8 

033 

0,4 

1,7 

0,3 

0,9 

8,1 

C20:2 

0,3 

0,7 

- 

- 

0,2 

C203 

0,6 

2,8 

1,3 

1,3 

0,4 

C2t>.4 

13,2 

8,5 

9,5 

11,6 

3,8 

C20:5 

- 

0,8 

1,3 

1,5 

7,2 

C22 4 

- 

0,9 

1,0 

2,1 

0,7 

C22-5 

- 

0,9 

2,3 

5,8 

2,4 

C2:6 

- 

- 

2,3 

5,8 

2,39 


Durante certas operates de processamento da came, o equilibrio 
As fatores que controlam as rea^oes oxidativas no tecido vivo e 
c fcmm ado, ocorrendo altera^oes oxidativas dos componentes quimicos. 
E&sa perda provoca o rapido desenvolvimento de sabor e odor estranhos 
ice caraes processadas. 

As operates de processamento que promovem a ruptura do 
fIhfaoco oxidativo incluem: 

■ RrdiKjao do tamanho das particulas, ocasionando, alem da mistura de 
catalisadores da oxida?ao com a fra?ao lipidica, a incorpora?ao do 
axigenio no tecido antes anaerobico. 

i 2 Cczimento, que, alem de promover o rompimento da organiza?ao 
celular dos tecidos, provoca a desnatura?ao de protefnas, resultando 
za perda da atividade das enzimas antioxidantes, e a libera?ao do 
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ferro anteriormente ligado as protefnas. A desnaturagao das 
lipoprotefnas da membrana libera fosfolipidios, os quais sao as 
principais fontes de acido graxo polinsaturados na carne e a principal 
causa da deterioragao do flavor em cames cozidas. 

(3) Adigao de sal, que aumenta a atividade catalftica do ferro e reduz a 
atividade das enzimas antioxidantes. 

A carne crua nao apresenta problema serio de oxidagao, e a 
degradagao em condigoes dc refrigeragao e devida a agao bacteriana ou 
enzimatica. O armazenamento a 0 °C mantem a carne em boas condigoes 
por periodo de tres a seis semanas e, sob congelamento a temperatura 
entre - 18 °C e - 20 °C, por 9 a 15 meses. Entretanto, a oxidagao pode 
ocorrer com a desintegragao da came (came mofda, libera acidos graxos 
insaturados dos fosfolipidios das membranas e ions Fe^ da mioglobina, e 
com o congelamento e descongelamento repetido), iniciando-se a 
oxidagao mcsmo em condigoes de resfriamento. 

Em condigoes de congelamento, a vida util e determinada pelas 
alteragoes oxidativas que afetam os lipfdios, as quais ocorrem em maior 
velocidade em cames de aves e porco do que de boi. A came de frango 
(7% de gordura) oxida mais rapidamente que a de boi, em razao do 
elevado teor de acidos graxos insaturados, especialmente nos 
fosfolipidios. A carne de peru torna-se rancificada mais rapidamente, em 
virtude da maior concentragao dc fosfolipidios (em torno de 30 a 40% do 
lipfdio total). A came de porco (25-33% de gordura) possui tambem 
elevado teor de fosfolipidios (20%) altamente insaturados, alem de 
lipfdios totais, que contribuem com 50 a 60% de acidos graxos 
insaturados. 

Quando a carne e cozida e annazenada sob refrigeragao, no periodo 
de um a tres dias ocorre a perda do aroma caracterfstico e o aparecimento 
de flavor estranho (oxidado/rangoso/azedo) e comumente denominado 
flavor requentado (“warmed-over flavor ” - WOF). O teor de alguns 
compostos oriundos da oxidagao de acidos graxos insaturados aumenta 
durante o armazenamento ou quando a carne e novamente aquecida. O 
hexanal formado durante a oxidagao do acido linoleico e o mais abundante 
entre os volateis formados. 

A oxidagao dos fosfolipidios da membrana e a degradagao de 
protefnas e compostos associados com o aroma da carne fresca cozida sao 
responsaveis pela formagao do sabor desagradavel. O aquecimento libera o 
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, kno da mioglobina e de outras metaloprotefnas que atuam como 
atalisadores, acelerando a rea^ao da oxidagao de fosfolipfdios; transforma a 
— : :iobina em molecula pro-oxidante; induz a decomposigao de peroxido; e 
aesnatura enzimas protetoras que atuam no controle da oxidagao. 

A sensibilidade de produtos de came pre-cozida a oxidagao de 
L^.iios depende de diversos fatores. Diferenga entre os varios tipos de 
cine pode ser explicada pela diferenga de concentragao de acido graxo 
poiinsaturado, ferro, tocoferois e outros antioxidantes. As cames de peru 
: frango oxidam rapidamente em razao de sua alta concentragao de acidos 
^sxos polinsaturados. A came escura e ainda mais sensfvel, em face de 
seu alto teor de fosfolipfdios e ferro. A came de peru oxida mais 
sapidamente que a de frango, pois contem baixos nfveis de alfa-tocoferol. 

A suplementagao de vitamina E na dieta eleva os nfveis de alfa- 
wroferol na membrana celular, especialmente na mitocondria e nos 
■krossomos, resultando em significativa diminuigao na sensibilidade a 
: v:iagao de lipfdios nas membranas. A presenga de fosfolipfdios altamente 
asarurados na mitocondria e nos microssomos e responsavel pelo flavor 
■equentado, e a incorporagao do alfa-tocoferol via dieta na membrana 
efeovamente reduz o aparecimento do flavor requentado em produtos prc- 
pgdos. 

Peixe 

O oleo de peixe possui poucos acidos graxos saturados (14:0, 
16:0 e 18:0) e grande numero de insaturados contendo 16 a 22 
carbonos com ate 6 insaturagoes, em configuragao exclusivamente na 
forma cis. A composigao de acidos graxos de alguns peixes de agua 
Jcce e salgada sao mostrados na Tabela 1.15. O clcvado teor de acidos 
•raxos polienoicos torna o oleo de peixe muito sensfvel a oxidagao, 
*-»r do origem a formagao de flavor desagradavel alem de compostos 
■desejaveis tais como radicais livres e aldefdos reativos. O fndice de 
isdo e em torno de 170-195, indicativo de elevada insaturagao. 

O teor de oleo e, ou, gordura em peixe e muito variavel, sendo 
smbem influenciado pelo tipo, idade, estagao do ano e disponibilidade de 
jfcaentagao. Tipicamente, contem grandes quantidades de acidos graxos 
pcfcnsaturados de cadeia longa. Seu elevado teor de acidos graxos 
poiinsaturados contendo quatro a seis insaturagoes e o baixo teor de tocoferol 
sua conservagao diffcil em condigoes de refrigeragao. 
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A maioria dos peixes comercializados possui baixo teor de 
■aidics (< 5,0%), porem o grau de insaturagao e muito maior que em 
Kcaes. tomando-os muito mais sensiveis a oxidagao. Os peixes 
■rr^r-ilos do mar sao mais sensiveis que os de agua doce, por 
fc^sentarem elevados teores de acidos graxos polinsaturados. 
3 #erencas do tipo de musculo afetam tambem as caracteristicas 
rL^-.jvas. A carne escura (1,8 a 2,2% de lipidios) possui elevada 
■■■eentragao de grupos heme em comparagao com a carne branca (0,6 
. "?% de lipidios), portanto oxida mais rapidamente que esta. 

Em condigoes normais de armazenamento na temperatura acima 
fe 0 'C, o crescimento bacteriano inibe a oxidagao de lipidios, sendo 
■sponsavel pela deterioragao. A oxidagao de lipidios torna-se 
■saificante abaixo de 0 °C. O desenvolvimento da rancificagao em 
jeL\es congelados depende da temperatura e da especie. A oxidagao 
& lipidios e a hidrolise dos fosfolipidios ocorrem rapidamente entre 
f. *C e -18 °C, com o maximo a -4 °C. Abaixo de -18 °C, a velocidade 
4 a oxidagao e menor (Tabela 1.16). 

TaSela 1.16- Vida util em condigoes de congelamento 


Vida util (meses) 



-18 °C 

-25 °C 

-30 °C 

Peixe gorduroso (> 5,0% de lipfdio) 

4 

8 

12 

Peixe nao-gorduroso (< 5,0% de lipfdio) 

8 

18 

24 

lagosta, camarao 

6 

12 

15 

Caranguejo 

6 

12 

12 

Ostra 

4 

10 

12 


Leite e derivados 

A gordura do leite e quase que totalmente constituida de 
niglicerfdios (99%); apresenta-se na forma de globulos, sendo revestida 
per uma membrana (Figura 1.27) e composta de fosfolipidios e proteinas. 
O trigliceridio possui significante quantidade de acidos graxos saturados 
ce cadeia curta, enquanto os fosfolipidios apresentam tambem baixo teor 
ce acidos graxos insaturados (6%). Embora os principais acidos graxos 
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presentes na gordura do leite sejam o palmitico, oleico e estearico, esta 
diferencia-se das demais gorduras animais pela quantidade significativa 
de acido graxo de cadeia curta (C 4 a C 12 ) que apresenta (Tabela 1.17). 

O leite possui 3,5% de gordura (queijo -34% e manteiga -80%), 
ressaltando-se que os acidos graxos saturados representam -60% do total 
presentes no leite. Em particular, os acidos graxos de cadeia curta, 
butirico (C4:0), caproico (C6:0), caprilico (C8:0) e caprico (C10. 0) 
sao abundantes (8 a 10%) na gordura do leite de ruminantes. O Indice de 
iodo (II) na gordura do leite esta na faixa de 30-35, indicativo de elevada 
saturaqao. Os acidos graxos de cadeia curta sao responsaveis pelas 
caracterfsticas do flavor e aroma, podendo contribuir tanto pelo aroma 
desejavel de alguns tipos de queijos ou indesej 3 .vd flavor ran^oso. 





Fase gordurosa 


Fase aquosa 


□— Trigliceridio 


□—° Fosfo-, glicolipidio 

—I—9 Proteina com cadeia lateral 
° Polar e apolar 

Figura 1.27 - Estrutura dos globulos de gordura. 

Em torno de 40% do total de acidos graxos consiste dos saturados 
acido palmitico (C16:0) e estearico (C18:0), e os demais saturados sao o 
laurico (Cl2:0) e miristico (C14:0). Entre os insaturados, o acido oleico 
(Cl8:1) e abundante (aproximadamente 30% do total ), mas a 
porcentagem pode variar com a alimenta^ao do animal. O nlvel de acidos 
graxos polinsaturados e baixo: 2,6% para o linoleico (Cl8:2) e 1,7% para 
o linolenico (Cl8:3). O tratamento UHT aumenta os nlveis de acidos 
graxos livres no leite e, conseqiientemente, aumenta Indice de acidez. 
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Tabela 1.17 - Composite* aproximada (%) dos principals acidos graxos 
em leite de vaca e cabra 


Acido graxo 

Vaca 

Cabra 

4:0 

3,6 

4,8 

6:0 

2,0 

2,3 

8:0 

1,3 

2,7 

10:0 

2,6 

9,5 

Total cadeia curta 

9,5 

19,3 

12:0 

3,0 

4,4 

14:0 

11,2 

10,0 

16:0 

29,0 

25,0 

18:0 

13,0 

9,3 

Total saturado 

56,2 

68,0 

16:1 

2,6 

2,0 

18:1 

24,4 

21,0 

18: It 

3,0 

- 

Total monoinsaturado 

30,0 

23,0 

18:2 

2,6 

2,3 

18:3 

1,7 

1,0 

Total polinsaturado 

4,3 

3,3 


Em condigoes apropriadas de obtengao e armazenamento do leite, 
es;e pode ser mantido por diversos dias sem que ocorra a rancificagao. A 
oxidagao de modo geral nao constitui problema para o leite, pelo menos 
mi 14 dias apos a pasteurizagao, exceto quando exposto a luz. A 
exposigao ao sol produz off-flavor , supostamente em razao da oxidagao 
je lipidios e protefnas. 

No leite sao encontrados potentes catalisadores da oxidagao de 
Audios (100 a 250 pg de ferro/g e 20 a 40 pg de cobre/kg). A integridade 
tios globulos parece ser a principal causa do efeito protetor da oxidagao 
.Si gordura, alem da presenga de antioxidantes. O acido ascorbico, 
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encontrado no leite pasteurizado em concentra 9 oes de 15,0 a 18,0 mg/L 
atua como antioxidante. Sua concentra^ao diminui durante o 
armazenamento e desaparece uma semana apos a pasteurizagao. O 
tocoferol tambem esta presente e funciona como antioxidante. Entretanto, 
a maior protegao do leite a oxidagao e proveniente da interagao da 
casema com os metais (Cu ++ e Fe^), evitando o contato do metal com o 
triglicerfdio. 

Com a homogeneizagao (rompimento da membrana) e 
pasteurizagao, a oxidagao de lipidios pode-se tomar problema em leite 
armazenado por uma semana se sua contagem bacteriana for baixa. 
Geralmente, o crescimento bacteriano e responsavel pelo curto periodo de 
armazenamento do leite. 

A oxidagao da gordura do leite pode ocorrer por mecanismos 
fotoxidativos ou ser catalisada por ions metalicos. O complexo formado 
pela interagao da fosfatidil etanolamina com ions metalicos facilita a 
formagao de peroxido na interface da emulsao oleo/agua. A temperatura 
de armazenamento de -10 °C mantem a manteiga aceitavel por periodo 
acima de cinco meses. Entretanto, se exposta a luz, a oxidagao na 
superffcie ocorre rapidamente, com aparecimento de odores. 

Como esperado, o leite em po integral contendo 25 a 30% de 
gordura e muito mais instavel que o leite em po desnatado. Niveis de 
oxigenio menores que 1,0% sao necessarios para se obter suficiente vida 
util a temperatura ambiente. Na presenga de ar ocorre o aparecimento de 
odores em uma semana. A estabilidade do leite em po integral se deve a 
prote^ao dos globulos de gordura por uma camada de lactose, o que evita 
o contato do oxigenio com a gordura, alem da forma^ao de antioxidantes 
durante a secagem a temperatura elevada. 

Em geral, a estabilidade do leite em po integral e comprometida 
pela proximidade de metais com os lipidios. O leite em po desnatado nao 
apresenta problemas oxidativos, em virtude da remogao de lipidios 
durante o processamento, podendo ser armazenado em temperatura 
ambiente por periodo acima de um ano. 


Cereais e derivados 

Os cereais possuem relativamente baixos niveis de lipidios, embora 
alguns, como milho e aveia, possam conter 5 e 9% de oleo, 
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respectivamente. No processamento do arroz e do trigo, o produto final 
contem 0,8% de oleo no an*oz polido e 1,5 a 2,5% na farinha de trigo. Na 
maioria dos cereais, o oleo e concentrado no germe e, no caso do milho 
(12-15%) e trigo (8-10%), este e utilizado comercialmente para extragao 
de oleo. Os lipidios presentes no germe sao os responsaveis pelos 
problemas de rancificagao (rancidez hidrolitica e oxidativa) em cereais e 
derivados. 

Em cereais, o primeiro estagio da degradagao de lipidios e a 
liberagao de acidos graxos, os quais podem entao participar de uma serie 
de reagoes de degradagao oxidativas (quimica ou enzimatica pela 
lipoxigenase). Os acidos graxos podem ser liberados enzimaticamente 
(lipases) ou por mecanismos qufmicos (saponificagao). 

A agao de lipases origina-se da atividade de enzimas naturalmente 
presente no grao ou oriunda da contaminagao por microorganismos. A 
liberagao hidrolitica de acidos graxos pode ser elevada sem, contudo 
desenvolver a rancidez, em razao de inexistencia de acidos graxos de 
cadeia curta (Tabela 1.2). O flavor dos acidos graxos livres resultantes e 
descrito como acido ou de sabao. A farinha de trigo e estavel se 
armazenada em condigoes adequadas de temperatura e umidade. A sua 
qualidade deteriora com o tempo (apos 12 meses), ocorrendo perda 
gradual de trigliceridios e o aumento correspondente em acido graxo 
livre. 

Tipicamente, a farinha de trigo em boas condigoes possui IA - 11- 
20. A deterioragao em razao do armazenamento improprio, crescimento 
de fungo, elevada atividade respiratoria ou aquecimento espontaneo pode 
aumentar a acidez acima de 100. As consequencias praticas do aumento 
ie acidos graxos livres sao: redugao do volume da massa e parametros 
organolepticos. Altos niveis de acidos graxos livres em cereais 
armazenados impropriamente estao associados com a elevada 
contaminagao de fungos. 


rrutas e vegetais 

O teor de lipidios em frutas e vegetais e baixo (0,1 - 0,9%), sendo 
constituido principalmente de lipidios polares (fosfolipidios e 
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glicolipidios), e o processo de oxida^ao e amenizado pelo elevado teor de 
agua, em razao da protonao dada pelas proteinas hidratadas - que 
impedem o acesso do oxigenio - e da hidrata^ao de ions metal icos - que 
sao insoluveis na fragao lipfdica. Durante a secagem e o congelamento, 
quando a atividade da agua e menor que a w = 0,1, a oxidapao e acelerada 
e, quando a atividade da agua e aumentada para a w = 0,3, a oxidasao e 
retardada (Figura 1.28). Para valores de a w = 0,55 a 0,85, a estabilidade 
dos lipfdios pode ser comprometida pela agao das oxigenases. 

Em frutas e vegetais contendo seinentes com elevado teor de oleo, 
como tomate, ervilha, morango etc., a oxidagao de lipfdios e causada pelo 
processo de congelamento imperfeito ou pela flutua^ao na temperatura 
durante o armazenamento do material congelado. O congelamento deve 
ser rapido, e o armazenamento requer temperatura baixa e constante. 
Entretanto, enzimas lipolfticas permanecem ativas mesmo a -30 °C e o 
acido graxo livre liberado pode ser atacado por lipoxigenases durante o 
descongelamento. Assim, procedimentos que reduzam ou eliminam a 
atividade enzimatica reduzem tambem a possibilidade de deteriorapao da 
qualidade do produto. 

Produtos desidratados 

Historicamente, a desidrata^ao de alimentos e um procedimento 
utilizado no controle de microrganismos. Entretanto, se o produto e 
desidratado para mveis de umidade muito baixos (a w < 0,1), este se toma 
muito sensivel a oxidacjao, em razao da remo?ao da agua de hidrata?ao 
dos metais, alem da formagao de radicals livres durante o processo de 
secagem. 

Durante a secagem (desidratagao), tres eventos simultaneos 
ocorrem: as moleculas componentes do alimento sao aproximadas, 
aumentando, conseqiientemente, a probabilidade de intera?ao entre elas; a 
remo^ao da agua do alimento acarreta a forma 9 ao de microcapilares no 
produto, facilitando o acesso fisico do oxigenio atmosferico; e a 
sensibilidade quimica dos componentes do alimento aumenta, devido a 
remo?ao da agua de hidrata 9 ao protetora dos sitios reativos das moleculas 
nos alimentos. A oxida 9 ao em alimentos secos ou desidratados e 
acelerada por diversos fatores, incluindo a expos^ao a luz e temperatura 
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Extragao do Oleo de Soja e Sub Produtos 

Durante o processamento, os componentes sao extraldos dos 
graos de soja por solventes organicos como o hexano (10 mL/g) na 
temperatura de ebuli^ao (~70 °C). Apos a extrato o solvente e entao 
evaporado obtendo-se o oleo bruto. Posteriormente e entao refinado 
com o intuito de melhorar a aparencia, odor, sabor e estabilidade. 
Estas substancias incluem os acidos graxos livres, fosfolipidios. 
carboidraios, proteinas e produtos de sua degradagao, agua, 
pigment os (clorofila e carotenoides) e residuos de pesticidas. Deve-se 
seguir as orientates do instrutor e montar o extrator Soxhlet. 



Ra 9 ao animal 
Extra 9 ao de proteinas 
Proteina texturizada 


- > 95% TG 

- Outros componentes: 
MG, DG, AGL 

fosfatIdios 

fitoeste6is 

VTT. LIPOsSOLUVEIS 
PIGM: CLOROFILA 
CAROTENO 


REFINO 


lOLEO COMESTIVELl 


1 - Listar os principals acidos graxos encontrados no oleo de soja. 

2 - Montar tres possiveis trigliceridios mistos. 

3 - Esquematizar e explicar o funcionamento do extrator Soxhlet. 
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✓ 

Indice de Peroxido: Determina^ao e Quantificacao 


O indice de peroxido (IP) e um indicador muito sensfvel no estadio 
inicial da oxidacao, e sua presenga e indicio de que a deteriora^ao do 
sabor e odor, em fun^ao de sua instabilidade, esta por acontecer. Quando 
sua concentra^ao atinge certo nfvel, mudangas complexas ocorrem. 
formando compostos de baixo peso molecular, oriundos de sua 
degrada?ao. 

Estes compostos, aldeidos, cetonas, dcidos, alcoois e 
hidrocarbonetos, sao os responsaveis pelo sabor e odor caracterfsticos de 
produtos rangosos. Inevitavelmente, sao decompostos mesmo em 
temperatura ambiente, produzindo moleculas pequenas, em especial 
compostos carbomlicos. Em temperatura elevada, a velocidade de 
forma^ao dos peroxidos e menor que a de sua decomposicao. Portanto. 
esta medi?ao e limitada em razao da natureza transitoria do peroxido, isto 
e, sua decomposicao em produtos secundarios (Figura 1.29) pode 
subestimar o grau de oxidacao, ou seja, baixos valores podem representar 
o estadio inicial ou avan^ado da oxidacao. 


R-CH-R’ 

i 

O-OH 


METAL 
OU CALOR 


R-CH-R’ 

I 

O. 


# OH 


ROOM (PER6X1DO) 


RQ* (ALCOXIL)] hidroxil 
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II 
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Figura 1.29 - Decomposicao do peroxido em produtos secundarios. 
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Reagentes 

- Acido acetico - cloroformio (3:2) 

- Solugao saturada de KI e amido 1,0% 

- Solugao de tiossulfato de sodio 0,1 N padronizada 

Procedimento 

A - Quantitative? 

Os peroxidos podem ser medidos por meio dc tecnica baseada cm 
sua habilidade de liberar o iodo do iodeto de potassio. Seu teor e 
geralmente expresso em miliequivalentes (meq) de peroxido por 
quilograma de oleo ou gordura. Tal processo determina todas as 
substancias de miliequivalentes de peroxido por 1.000 gramas de 
amostra, o qual oxida o iodeto de potassio nas condi^oes de teste 
(eq. 1.29). Geralmente, presume-se estar presentes peroxidos ou produtos 
similares no oleo ou na gordura oxidados. Essa tecnica e bastante 
empirica, e qualquer variagao em seu procedimento redunda em 
resultados variados. 


eq. 1.29 - 


—C-C— + KI ( 
i 


H + 


O-OH 


exc —► I 2 + KI + KOH + —c— C - 

OH 


a 

m 

i 

d 

o 


2Na2S 2 0 3 

! 

2 1’ + Na^Og + 2Na + 


Fontes de erro 

- Variagao no peso da amostra e na pureza do solvente 

- Absorgao do iodo pelos acidos graxos insaturados: 

i i 

+ i 2 -► c—C“ 

i i 


i i 

c=c~ 
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- Liberagao do iodo pelo oxigenio dissolvido na solucao a ser 
titulada, resultando em valores elevados: 

41- + 0 2 + 4H + -> 21, + 2H,0 


Ole os ou gorduras 

a - Pesar 5,0 g da amostra em erlenmeyer de 250 ml. 

b - Adicionar 30,0 ml da solucao acido acetico-cloroformio. 

c - Agitar ate a completa dissolugao da amostra. 

d - Adicionar 0,5 ml de KI. 

e - Deixar em repouso por 1,0 min e adicionar 30 ml de agua. 

f - Titular com a solugao 0,1 N de tiossulfato de sodio, agiundo 
constantemente. Continuar a titulagao ate que a cor amarela tenha quase 
desaparecido. 

g - Adicionar 0,5 ml da solugao indicadora de amido e continuar a 
titular ate o desaparecimento da coloragao azul. 

h - Preparar a amostra do branco, simultaneamente. 

Margarina 

- Dissolver a amostra, com agitagao, em placa aquecida em 
temperatura moderada ou em estufa a 60-70 °C. Evitar excessivo 
iquecimento ou exposigao prolongada em temperatura acima de 40 C. 

- Apos a dissolugao da amostra, remove-la e deixa-la em repouso, 
em local aquecido em temperatura moderada, ate que a fragao aquosa e a 
maioria das particulas solidas tenham sido depositadas no fundo do 
erlenmeyer. 

- Decantar o oleo em um bequer limpo e filtra-lo (papel-flltro 
^"hatman n° 4 ou equivalente), passando-o para outro bequer. A amostra 
ieve estar clara e brilhante. 

- Preparar o branco, omitindo somente a amostra. 

- Proceder como para oleos ou gorduras (passos b a g). 
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B - Qualitative) 

Reagentes 

- Amido soluvel: 2,0 g. 

- Iodeto de potassio: 0,5 g. 

- Tiossulfato de sodio: 0,01 g (protege a placa contra o 
escurecimento). 

- Acido cltrico: 0,1 g (toma a cor azul resultante mais brilhante). 

Obs.: O amido deve ser dissolvido inicialmente em agua quente 
(10,0 ml). Apos a dissolugao, adicionar mais 90 ml de agua quente. 
esperar esfriar e adicionar as outras substancias. 

Procedimento 

- Adicionar uma gota de oleo e espalhar em folha de silica-gel. 

- Mergulhar a folha contendo o oleo na solugao descrita anteriormente e 
secar em ar quente. 

- Mergulhar a folha em agua. 

Obs.: Os componentes reativos das folhas-teste sao KI e amido: 
acido (catalisador) e,necessario para o teste de peroxido. Por ser a sflica- 
gel um acido de Lewis, os hidroperoxidos poderao reagir com o KI em 
meio nao-aquoso, sem a adigao de nenhum acido. O iodeto de potassio 
reage com o hidroperoxido, liberando iodo. A folha e colocada em agua. 
onde desenvolve a coloragao azul, tfpica da presenga de hidroperoxido. 

Exerc/cios 

1) Mostre, atraves de equagoes apropriadas, como o cobre atua na 
auto-oxidagao de lipidios. 

2) Dez gramas de uma amostra de gordura foram analisados para 
determinar o IP, consumindo 26,80 ml de uma solugao de tiossulfato de 
sodio 0,1055 N. Calcular o indice de peroxido. 

3) Calcular o Indice de peroxido, a partir dos dados a seguir: 
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lltaBOstra* 

Peso 

(g) 

Na 2 S 203 

(0,1249 N) 

IP 


Deo de milho 

5,0 

0,10 

? 

Wb de soja 

5,4 

3,91 

7 

f Aze::e de oliva 

5,0 

7,30 

7 

mfargarina 

5,0 

0,15 

7 

Gcrdura 

5,1 

8,4 

7 


ata. 


4) Os alimentos, de modo geral, possuem acidos graxos insanirados 
x linoleico, linolenico e araquidonico). Mostrar, por meio das 
ss de oxidagao, a formagao dos hidroperoxidos e sua nomenclatura 
andente. 


teccao de Aldeidos: Teste de Kreis 

Os peroxidos formados durante a oxidagao de lipidios sao 
iveis, decompondo-se em diversos produtos intermediaries e 
ificos para cada tipo de acido graxo envolvido. O teste de Kreis e 
procedimento qualitative rapido, indicativo da oxidagao de oleos e 
iuras. Baseia-se na formagao da Colorado vermelha, resultante da 
ao da floroglucina com os produtos da degradagao do peroxido em 
acido (eq. 1.30) ou da reagao de outros produtos da oxidacao de 
ou gorduras com a floroglucina. A limitagao deste metodo deve-se 
t formagao da coloragao tipica sem que o produto esteja oxidado, isto e, 
as nao-oxidadas podem desenvolver reagao positiva com o 
ente de Kreis. 






106 


Ouimica de Alimentos — Teoria e pratica 


R-CH-R' - 
l 

OyOH 


-> .OH + R-tpH-R'- 

O. 


“► R. + .CH-R’ 
I 

O. 


ROOH (PER6XIDO) 


HIDROXIL RO.(ALCOXIL) 


coloracAo 

VERMELHA 


- CH-R' 

OH o 


OH 



o 


OH 


Reagentes 

- Floroglucinol (1,0% em eter etilico). 

- HC1 concentrado. 


eq. 1.30 


Procedimento 

- Transferir 2,0 ml de oleo ou gordura para tubo de ensaio. 

- Adicionar 2,0 ml da solu?ao de floroglucinol. 

- Adicionar 2,0 ml de HC1 concentrado e agitar o tubo. 

Obs.: O aparecimento da coloragao rosa-avermelhada indica a 
presen^a de aldeidos. 


Exercicios 


1) Indicar, com a numera^ao apropriada na coluna 2 do quadro 
abaixo, os aldeidos resultantes da decomposi?ao dos hidroperoxidos: 


Coluna i 

Coluna 2 

A: ll-hidroperoxido-9-ENE 

-2,4-decadienal 

B : 9-hidroperoxido-l 0,12-DIENE 

-octanal 

C : 13-hidroperoxido-9,11 -DIENE 

- 2-undecenal 

D : 8-hidroperoxido-9-ENE 

-2-decenal 

E : 12-hidroperoxido-9,13,15-TRIENE 

-nonanal 

F : 1 l-hidroperoxido-9,12-DIENE 

-hexanal 

G : 9-hidroperoxido-10-ENE 

H : 10-hidroperoxido-8-ENE. 

-2-octenal 
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2) Dar a origem dos aldefdos listados a seguir, preenchendo os 
espagos a sua esquerda: O (oleico), L (linoleico), LE (linolenico) e A 
(araquidonico) apos a decomposigao dos hidroperoxidos formados a 
partir dos acidos graxos mencionados: 


— 2 -decenal 

— propanal 

— octanal 

— 2 -octenal 


— 2,5-octadienal 

— 2,4-heptadienal 

— nonanal 

— 3-hexenal 


— 2,4,7-decatrienal 

— hexanal 

— 2,5,8-tetradecatrienal 

— 3,6-dodecadienal 


Determinagao de Acidos Graxos Livres 


Este metodo determina a presenga de acidos graxos Uvtcs (AGL) 
em oleos e, ou, gorduras vegetais e animais. Para a titulagao da gordura, 
constitulda de acidos fracos, e necessario o uso de base forte, o que faz 
com que o ponto de equivalencia estequiometrica se de no lado alcalino. 
A acidez e estimada pela titulagao com o hidroxido de sodio, utilizando- 
se fenolftalefna como indicador (eq. 1.31). 

eq. 1.31 


TRTGT TGFT? tmn + FT O 

w r,T TPTTT?nT 1 A PTTlA \ VO 

1 rviULdoEiuuivj 1 

^ ijrJLlUiiKUJL T AL1UU vjKAau 


h 2 c—o—c—R, 

I ,p 

HC-O-C-R, 

I # 

H 2 C O C R .3 


3 h 2 o h ^-° h 

. .» HC-OH 

A 1 

H 2 C—OH 


+ 3 R-C-OH 


NaOH 


fenolftaleina 


0 


O 


R—C-ONa 
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A neutralizagao com base (NaOH) e geralmente utilizada para * 
maioria dos oleos apos sua extra^ao. Oleos e, ou, gorduras utilizados err. 
processos de frituras sao muito suscetiveis a hidrolise pela agao da 
temperatura elevada na presen£a de agua (Figura 1.23). Nesta situagaa 
ocoire diminuigao do ponto de fumaga (temperatura na qual a fumaca 
come^a a ser exalada da superficie do oleo aquecido por causa da 
decomposi^ao do triacilglicerol na prescn^a de oxigenio). Portanto, a 
fumaca e sinal de decomposi^ao (Tabela 1.18). O ponto de fumaga de 
oleos e, ou, gordura esta na faixa de 200-300 °C; quando cai para abaixo 
de 170 °C, o oleo ou a gordura sao considerados inadequados para uso 
como alimento. 


Tabela 1.18 - Acidos graxos livres e ponto de fumaca de alguns oleos e 
gorduras 


Amostra 

% AGL 

Ponto de fumaca (°C) 

Azeite de oliva 

2,10 

138 

Oleo de girassol 

1,70 

159 

Oleo de soja 

0,01 

228 

Oleo de milho 

0,01 

233 

Oleo de milho 

1,00 

94 

Oleo de algodao 

0,01 

232 

Oleo de algodao 

1,00 

160 


O ponto de fumaca e dependente da composi^ao do oleo e da 
gordura. A gordura de coco, por exemplo, que possui acidos graxos de 
cadeia curta (laurico), resiste menos a temperatura que o oleo de algodao, 
amendoim e similares. Acidos graxos, mono e diglicerfdios sao menos 
estaveis que os triglicerfdios. Portanto, o ponto de fumaca de oleos e 
gorduras e dependente da quantidade de acidos graxos livres e de mono e 
diglicerfdios presentes na amostra. 
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i gentes 

- Eter etflico. 

- Alcool etflico 95%. 

- Fenolftalefna 1,0% em alcool etflico 95% (ponto de viragem entre 
pH 8,1 e 8,3). 

- Hidroxido de sodio 0,1 N padronizado. 

Kedimento 

- Pesar 28,2 g da amostra em erlenmeyer de 250 ml. 

- Adicionar 50 ml da solugao eter-alcool (2:1) e 2,0 ml do 
indicador. 

- Titular com hidroxido de sodio 0,1 N ate o aparecimento da 
coloragao rosea; esta Colorado deve persistir durante 30 
segundos. 

'alculos 

A) Indice de acidez: quantidade em mg de KOH necessam para 
eutralizar os acidos graxos livres presentes em 1,0 g de gordura. 

B) Percentagem de acidos graxos livres: normalmente e expressa 
em fungao do acido oleico (PM = 282). Para gorduras de coco e babagu. o 
resultado e expresso em acidos laurico (PM = 200) e palmftico 'PM = 
256), respectivamente. % de AGL = gramas AGL/100 g de gordura. 

E:\ERdCIOS 

1) Na analise de AGL, em 5,0 g de gordura de coco consumiram-se 
6.25 ml de KOH 0,1 N para neutralizar a gordura. Calcular: 

a) % de AGL expressa em acido laurico. 

b) Indice de acidez da gordura de coco. 

2) Se uma amostra de 5,0 g de gordura de coco consumiu 2,0 ml de 
NaOH 0,1 N para neutralizar a acidez da gordura, qual a % de acidos 
graxos livres expressa em laurico? 

3) Se 2,5 g de oleo de soja consumiram 3,1 ml de uma solugao 0,1 
N de KOH para titular a fenolftalefna, qual o fndice de acidez deste oleo? 
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4) Quais as desvantagens da presen^a de alto teor de acidos graxos 
livres em oleos bruto e refinado? 

5) Os seguintes resultados foram obtidos na analise de acidos 
graxos livres (AGL): 


Amostra 

Peso 

NaOH 0,1 N 


(g) 

(ml) 

Oleo de milho 

28,0 

0,45 

Oleo de amendoim 

27,8 

0,40 


Calcular a % de AGL expressa em acido oleico e o indice de acidez. 

6 ) Os seguintes resultados foram obtidos na analise de acidos 
graxos livres. Completar o quadro: 


Amostra 

Peso 

ml NaOH 

% AGL 

% AGL 

% AGL 


(g) 

0,1006 N 

(Oleico) 

(Laurico) 

(Palm.) 

Gord. de 

28,2 

25,0 

? 

7 

? 

coco 

28,4 

25,2 




Oleo de 

30,0 

0,1 

? 

7 

7 

soja 

28,2 

0,1 





7) Na fabrica^ao de pizza, os seguintes ingredientes sao utilizados: 

- massa: farinha de trigo + agua; 

- cobertura: molho de tomate, queijo, condimentos, tomate, 
pimentao e presunto. 

O produto final e entao pre-cozido, resfriado, embalado e 
congelado. Analisar do ponto de vista da oxida?ao (lipoxigenase) e 
rancidez hidrolitica (lipases) se e possfvel ocoiTer as seguintes altera^oes 
durante o armazenamento: 
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1. Aparecimento de sabor e odor estranho. 

2. Descoloragao de vegetais. 

3. Perda do sabor dos condimentos. 


s 

?terminagao do Indice de Saponificacao 

Indice de saponificacao (IS) e a quantidade de base necessaria para 
ificar definida quantidade de oleo e, ou, gordura. E espresso em 
;ro de miligramas de hidroxido de potassio necessario para 
lificar 1,0 g da amostra. 

O fndice de saponificacao indica o PM medio dos acidos graxos 
ficados ao glicerol (Tabela 1.2). 

* IS pequeno: acido graxo de PM elevado. 

* IS elevado: acido graxo de PM pequeno. 

Esse procedimento inclui aquecimento da solucao akoolica de 
roxido de potassio em excesso, contendo uma quantidade conhecida da 
ate a completa saponificacao. O excesso de base e entao dmlado 
licido padronizado, e o indice de saponificacao, calculado (eq. 1.32 . 

eg. 1.32 


/P 


■ 

—C-O-C-H 


H 2 C-0—C-Rj 


P 

H 2 C-0—C-R-3 


+ 3 KOH 


H,C-OH 
•| 




exc. 


H+ 


HC-OH + ,R-C-OK 
I 

h 2 c-oh 


Fenolftaleina 


K + + H,0 


rentes 

- Acido cloridrico 0,5 N padronizado. 

- Hidroxido de potassio 0,5 N em ETOH 95%. 

- Fenolftaleina: 1,0 % em ETOH 95%. 
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Procedimento 

- Pesar 5,0 g da amostra (fundir, se necessario) em balao de 
250 ml. Filtrar em papel-filtro para remogao da umidade, se necessario. 

- Adicionar 50,0 ml da solugao alcoolica de KOH. 

- Preparar a amostra do branco, simultaneamente. 

- Conectar o condensador e aquecer sob refluxo durante uma hora. 

- Apos o resfriamento, adicionar 1,0 ml do indicador e titular com 
acido cloridrico 0,5 N ate o desaparecimento da coloragao rosea. 

Obs.: O mdice de saponificagao para amostra contendo somente 
acido graxo e igual ao mdice de acidez. O mdice de ester e a diferenga 
entre o mdice de saponificagao e o de acidez. Pelo mdice de ester, estima- 
se a quantidade de glicerfdio presente em oleos e gorduras. 

Fontes de erro 

- Imprecisao nas medigoes. 

- Saponificagao incompleta. 

- Contaminagao de vidrarias. 

- Perda de esteres volateis pelo condensador. 

- Presenga de substancias interferentes. 


Exercicios 


1) Escrever a equagao molecular balanceada envoivida na 
determinagao do mdice de saponificagao. 

2) Calcular o mdice de saponificagao de um trigliceridio de PM = 
554 (H = 1, O = 16, C = 12 e K = 39). 


3) Uma amostra de 3,0 g de determinado trigliceridio foi 
saponificada com solugao alcoolica de KOH e titulada com HC1 0,5 N. 
Dados: 


* Volume gasto na titulagao do branco = 67,52 ml. 

* Volume gasto na titulagao da amostra = 7,95 ml. 
Pergunta-se: 

a) Qual o indice de saponificagao deste trigliceridio? 
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b) Qual e o seu PM? 

c) Por que a titula?ao do bianco consumiu volume maior de HC1 0,5N 
que a da solugao contendo a amostra? 

rf) Relacionando o IS com o PM medio, deduza o nome deste triglicendio. 

Dados: PM do KOH = 56,1; triestearina = 891; tricaprilina = 470; 
tributirina = 302 e tricaprionina = 386. 

4) Se o fndice de saponificasao da gordura do leite e de 230, qual o 
PN1 medio dos acidos graxos constituintes? 

5) Calcular o fndice de saponifica^ao dos triglicerfdios: 
a - Tripalmitina (PM=806,8). 

b - Tricaprino (PM=554). 
c - Tributirina (PM=302,2). 
i - Palmitodiestearina (PM=862). 

6) Se o fndice de saponifica^ao de urn monoglicerfdio puro foi de 
257,34, qual o peso molecular e o nome? 

7) Uma amostra de oleo de oliva (250 mg) consumiu 47,5 mg de 
KOH para uma completa saponifica?ao. Calcular o PM medio do 
triglicendio presente na amostra. 

8) Calcular o fndice de saponificasao das amostras listadas a 
seguir: 


Amostra 

Peso 

(g) 

ml HCI 

0,5214 N 

IS 

Calculado 

IS 

Literature 

Gordura de coco 

4,4965 

16,5 

? 

255-260 


4,1209 

13,5 



Oleo vegetal 

4,6880 

18,9 

7 

190-195 


5,1410 

22,0 



Branco 


52,9 
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Determinagao do Indice de Iodo 

O Indice de Iodo (II) e a medida da insatura^ao de oleos e, ou, 
gorduras, expressa em numero de gramas de iodo absorvido por 100,0 g 
da amostra. Por conseguinte, II elevado significa alto grau de insaturagao. 

Basicamente, esta determinagao consiste da adigao em excesso de 
iodo a amostra de peso conhecido, com o que se determina a quantidade 
de iodo livre em solugao, fazendo a titulagao com tiossulfato, em 
presenga de amido, como indicador (eq. 1.33). Praticamente, oleos e, ou, 
gorduras comestiveis contem fndice de iodo variando entre 65 e 130. 

CLASSIFICA^AO: segundo o II (Tabela 1.2), oleos e gorduras 
comestiveis sao classificados em: 

- Secativos: II = 130 a 200. 

- Nao-secativos: II < 100. 

- Semi-secativos: II de valor intermediario. 


eq. 1.33 


-c=c— + l 2 


exc 


—c—c— 

I I 

I I 


+ h 


a 

m 

i 

d 

o 


2 Na 2 S 2 03 


2 NaI + Na 2 S 4 0 6 


Reagentes 

- Solu^ao de Wijs (monocloreto de iodo, IC1). 

- Tiossulfato de sodio 0,1 N padronizado. 

- Iodeto de potassio: 15,0 %. 

- Solu^ao de amido: 1,0 %. 
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[ 

Wtocedimento 

- Pesar (0,5 g)* de oleo e, ou, gordura em erlenmeyer de 250 ml 
com rolha esmerilada. 

- Adicionar 15,0 ml de cloroformio para dissolu^ao da amostra. 

- Acrescentar 25,0 ml da solu^ao de Wijs. 

- Arrolhar o frasco e agitar; deixar em repouso no escuro durante 
30 min. 

- Adicionar 20,0 ml de solu 9 ao de KI. 

- Finalmente, acrescentar 100,0 ml de agua e titular com solucao 
0,1 N Na 2 S,(X, usando amido (1,0ml) como indicador ate o 
desaparecimento da Colorado azul. 

- Preparar a amostra do branco, simultaneamente. 

m Fundir a amostra, se for o caso. Filtrar em papel-filtro para remocao de 
impurezas e umidade. A quantidade da amostra recomendada. a ser 
pesada em fungao do indice de iodo, deve ser a seguinte: 

Indice de iodo Peso da amostra (g) 


3,0 

10,0 

5,0 

5,1 -6,3 

10,0 

2,5 - 3,2 

20,0 

0,85 -1,6 

60,0 

0,43 - 0,53 

80,0 

0,30 - 0,40 

120,0 

0,21-0,26 

160,0 

0,16-0,20 


Fontes de erro 

- Variacao no peso da amostra. 

- Varia 9 ao nas cond^oes da rea 9 ao: tempo e temperatura. 

- Deteriora 9 ao do halogenio pela luz ou pelo oxigenio: 
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21 + 0 2 + H + -> l, + 2HjO 
- Adi?ao do halogenio na posi?ao alfa da insatura?ao: 

1 • 1 III 

-C-C-C + I 2 -► -C —C=C— + HI 

1 I 

Exerci'cios 

1) Calcular o l'ndice de iodo das seguintes amostras e discutir os 
resultados obtidos, comparando-os com os da literatura: 

2) Calcular o Indice de iodo do acido araquidonico (PM = 304). 

3) Calcular o indice de iodo da triaraquidonina (PM 
araquidonico = 304). 

4) Calcular o indice de iodo do triglicerldio misto (palmitil-oleil- 
araquidonina) PM = 860. 


Amostra 

Peso 

(g) 

ml Na 2 S 2 C >3 
(0.1057N) 

(II) 

Calculado 

(II) 

Literatura 

Oleo de soja 

0,2410 

11,50 

? 

125-138 


0,2258 

18,50 



Oleo de milho 

0,2417 

1,60 

? 

110-128 


0,2545 

1,35 



Oleo de amendoim 

0,3800 

10,65 

? 

84-102 


0,4006 

10,20 



Gord. hidrogenada 

0,5804 

14,65 

? 



0,5897 

13,90 



Branco 

- 

34,50 





34,65 
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Extragao do Oleo de Soja e Sub Produtos 

Durante o processamento, os componentes sao extraldos dos 
graos de soja por solventes organicos como o hexano (10 mL/g) na 
temperatura de ebuli^ao (~70 °C). Apos a extrato o solvente e entao 
evaporado obtendo-se o oleo bruto. Posteriormente e entao refinado 
com o intuito de melhorar a aparencia, odor, sabor e estabilidade. 
Estas substancias incluem os acidos graxos livres, fosfolipidios. 
carboidraios, proteinas e produtos de sua degradagao, agua, 
pigment os (clorofila e carotenoides) e residuos de pesticidas. Deve-se 
seguir as orientates do instrutor e montar o extrator Soxhlet. 



Ra9ao animal 
Extra9ao de proteinas 
Proteina texturizada 


- > 95% TG 

- Outros componentes: 
MG, DG, AGL 

fosfatIdios 

fitoeste 6 is 

VTT. LIPOsSOLUVEIS 
PIGM: CLOROFILA 
CAROTENO 


REFINO 


lOLEO COMESTIVELl 


1 - Listar os principals acidos graxos encontrados no oleo de soja. 

2 - Montar tres possiveis trigliceridios mistos. 

3 - Esquematizar e explicar o funcionamento do extrator Soxhlet. 
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Indice de Peroxido: Determina^ao e Quantificacao 


O indice de peroxido (IP) e um indicador muito sensfvel no estadio 
inicial da oxidacao, e sua presenga e indicio de que a deteriora^ao do 
sabor e odor, em fun^ao de sua instabilidade, esta por acontecer. Quando 
sua concentra^ao atinge certo nfvel, mudangas complexas ocorrem. 
formando compostos de baixo peso molecular, oriundos de sua 
degrada?ao. 

Estes compostos, aldeidos, cetonas, dcidos, alcoois e 
hidrocarbonetos, sao os responsaveis pelo sabor e odor caracterfsticos de 
produtos rangosos. Inevitavelmente, sao decompostos mesmo em 
temperatura ambiente, produzindo moleculas pequenas, em especial 
compostos carbomlicos. Em temperatura elevada, a velocidade de 
forma^ao dos peroxidos e menor que a de sua decomposicao. Portanto. 
esta medi?ao e limitada em razao da natureza transitoria do peroxido, isto 
e, sua decomposicao em produtos secundarios (Figura 1.29) pode 
subestimar o grau de oxidacao, ou seja, baixos valores podem representar 
o estadio inicial ou avan^ado da oxidacao. 


R-CH-R’ 

i 

O-OH 


METAL 
OU CALOR 


R-CH-R’ 

I 

O. 


# OH 


ROOM (PER6X1DO) 


RQ* (ALCOXIL)] hidroxil 


R . 




RH 


R—C— R' 
II 
O 

CETONA 



RII 

l>.r. 


RH 

R.^J 

r + 

n 

.CH-R’ 

1 






0. 

R-CH-R' 

R-R 



\ 

l 



R'H 

CH-R’ 

OH 




II 






o 

AiXOOL 

POLIMERO 

HIDROC. 

AT.nF.tno 


Figura 1.29 - Decomposicao do peroxido em produtos secundarios. 
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Reagentes 

- Acido acetico - cloroformio (3:2) 

- Solugao saturada de KI e amido 1,0% 

- Solugao de tiossulfato de sodio 0,1 N padronizada 

Procedimento 

A - Quantitative? 

Os peroxidos podem ser medidos por meio dc tecnica baseada cm 
sua habilidade de liberar o iodo do iodeto de potassio. Seu teor e 
geralmente expresso em miliequivalentes (meq) de peroxido por 
quilograma de oleo ou gordura. Tal processo determina todas as 
substancias de miliequivalentes de peroxido por 1.000 gramas de 
amostra, o qual oxida o iodeto de potassio nas condi^oes de teste 
(eq. 1.29). Geralmente, presume-se estar presentes peroxidos ou produtos 
similares no oleo ou na gordura oxidados. Essa tecnica e bastante 
empirica, e qualquer variagao em seu procedimento redunda em 
resultados variados. 


eq. 1.29 - 


—C-C— + KI ( 
i 


H + 


O-OH 


exc —► I 2 + KI + KOH + —c— C - 

OH 


a 

m 

i 

d 

o 


2Na2S 2 0 3 

! 

2 1’ + Na^Og + 2Na + 


Fontes de erro 

- Variagao no peso da amostra e na pureza do solvente 

- Absorgao do iodo pelos acidos graxos insaturados: 

i i 

+ i 2 -► c—C“ 

i i 


i i 

c=c~ 
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- Liberagao do iodo pelo oxigenio dissolvido na solucao a ser 
titulada, resultando em valores elevados: 

41- + 0 2 + 4H + -> 21, + 2H,0 


Ole os ou gorduras 

a - Pesar 5,0 g da amostra em erlenmeyer de 250 ml. 

b - Adicionar 30,0 ml da solucao acido acetico-cloroformio. 

c - Agitar ate a completa dissolugao da amostra. 

d - Adicionar 0,5 ml de KI. 

e - Deixar em repouso por 1,0 min e adicionar 30 ml de agua. 

f - Titular com a solugao 0,1 N de tiossulfato de sodio, agiundo 
constantemente. Continuar a titulagao ate que a cor amarela tenha quase 
desaparecido. 

g - Adicionar 0,5 ml da solugao indicadora de amido e continuar a 
titular ate o desaparecimento da coloragao azul. 

h - Preparar a amostra do branco, simultaneamente. 

Margarina 

- Dissolver a amostra, com agitagao, em placa aquecida em 
temperatura moderada ou em estufa a 60-70 °C. Evitar excessivo 
iquecimento ou exposigao prolongada em temperatura acima de 40 C. 

- Apos a dissolugao da amostra, remove-la e deixa-la em repouso, 
em local aquecido em temperatura moderada, ate que a fragao aquosa e a 
maioria das particulas solidas tenham sido depositadas no fundo do 
erlenmeyer. 

- Decantar o oleo em um bequer limpo e filtra-lo (papel-flltro 
^"hatman n° 4 ou equivalente), passando-o para outro bequer. A amostra 
ieve estar clara e brilhante. 

- Preparar o branco, omitindo somente a amostra. 

- Proceder como para oleos ou gorduras (passos b a g). 
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B - Qualitative) 

Reagentes 

- Amido soluvel: 2,0 g. 

- Iodeto de potassio: 0,5 g. 

- Tiossulfato de sodio: 0,01 g (protege a placa contra o 
escurecimento). 

- Acido cltrico: 0,1 g (toma a cor azul resultante mais brilhante). 

Obs.: O amido deve ser dissolvido inicialmente em agua quente 
(10,0 ml). Apos a dissolugao, adicionar mais 90 ml de agua quente. 
esperar esfriar e adicionar as outras substancias. 

Procedimento 

- Adicionar uma gota de oleo e espalhar em folha de silica-gel. 

- Mergulhar a folha contendo o oleo na solugao descrita anteriormente e 
secar em ar quente. 

- Mergulhar a folha em agua. 

Obs.: Os componentes reativos das folhas-teste sao KI e amido: 
acido (catalisador) e,necessario para o teste de peroxido. Por ser a sflica- 
gel um acido de Lewis, os hidroperoxidos poderao reagir com o KI em 
meio nao-aquoso, sem a adigao de nenhum acido. O iodeto de potassio 
reage com o hidroperoxido, liberando iodo. A folha e colocada em agua. 
onde desenvolve a coloragao azul, tfpica da presenga de hidroperoxido. 

Exerc/cios 

1) Mostre, atraves de equagoes apropriadas, como o cobre atua na 
auto-oxidagao de lipidios. 

2) Dez gramas de uma amostra de gordura foram analisados para 
determinar o IP, consumindo 26,80 ml de uma solugao de tiossulfato de 
sodio 0,1055 N. Calcular o indice de peroxido. 

3) Calcular o Indice de peroxido, a partir dos dados a seguir: 
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lltaBOstra* 

Peso 

(g) 

Na 2 S 203 

(0,1249 N) 

IP 


Deo de milho 

5,0 

0,10 

? 

Wb de soja 

5,4 

3,91 

7 

f Aze::e de oliva 

5,0 

7,30 

7 

mfargarina 

5,0 

0,15 

7 

Gcrdura 

5,1 

8,4 

7 


ata. 


4) Os alimentos, de modo geral, possuem acidos graxos insanirados 
x linoleico, linolenico e araquidonico). Mostrar, por meio das 
ss de oxidagao, a formagao dos hidroperoxidos e sua nomenclatura 
andente. 


teccao de Aldeidos: Teste de Kreis 

Os peroxidos formados durante a oxidagao de lipidios sao 
iveis, decompondo-se em diversos produtos intermediaries e 
ificos para cada tipo de acido graxo envolvido. O teste de Kreis e 
procedimento qualitative rapido, indicativo da oxidagao de oleos e 
iuras. Baseia-se na formagao da Colorado vermelha, resultante da 
ao da floroglucina com os produtos da degradagao do peroxido em 
acido (eq. 1.30) ou da reagao de outros produtos da oxidacao de 
ou gorduras com a floroglucina. A limitagao deste metodo deve-se 
t formagao da coloragao tipica sem que o produto esteja oxidado, isto e, 
as nao-oxidadas podem desenvolver reagao positiva com o 
ente de Kreis. 
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R-CH-R' - 
l 

OyOH 


-> .OH + R-tpH-R'- 

O. 


“► R. + .CH-R’ 
I 

O. 


ROOH (PER6XIDO) 


HIDROXIL RO.(ALCOXIL) 


coloracAo 

VERMELHA 


- CH-R' 

OH o 


OH 



o 


OH 


Reagentes 

- Floroglucinol (1,0% em eter etilico). 

- HC1 concentrado. 


eq. 1.30 


Procedimento 

- Transferir 2,0 ml de oleo ou gordura para tubo de ensaio. 

- Adicionar 2,0 ml da solu?ao de floroglucinol. 

- Adicionar 2,0 ml de HC1 concentrado e agitar o tubo. 

Obs.: O aparecimento da coloragao rosa-avermelhada indica a 
presen^a de aldeidos. 


Exercicios 


1) Indicar, com a numera^ao apropriada na coluna 2 do quadro 
abaixo, os aldeidos resultantes da decomposi?ao dos hidroperoxidos: 


Coluna i 

Coluna 2 

A: ll-hidroperoxido-9-ENE 

-2,4-decadienal 

B : 9-hidroperoxido-l 0,12-DIENE 

-octanal 

C : 13-hidroperoxido-9,11 -DIENE 

- 2-undecenal 

D : 8-hidroperoxido-9-ENE 

-2-decenal 

E : 12-hidroperoxido-9,13,15-TRIENE 

-nonanal 

F : 1 l-hidroperoxido-9,12-DIENE 

-hexanal 

G : 9-hidroperoxido-10-ENE 

H : 10-hidroperoxido-8-ENE. 

-2-octenal 
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2) Dar a origem dos aldefdos listados a seguir, preenchendo os 
espagos a sua esquerda: O (oleico), L (linoleico), LE (linolenico) e A 
(araquidonico) apos a decomposigao dos hidroperoxidos formados a 
partir dos acidos graxos mencionados: 


— 2 -decenal 

— propanal 

— octanal 

— 2 -octenal 


— 2,5-octadienal 

— 2,4-heptadienal 

— nonanal 

— 3-hexenal 


— 2,4,7-decatrienal 

— hexanal 

— 2,5,8-tetradecatrienal 

— 3,6-dodecadienal 


Determinagao de Acidos Graxos Livres 


Este metodo determina a presenga de acidos graxos Uvtcs (AGL) 
em oleos e, ou, gorduras vegetais e animais. Para a titulagao da gordura, 
constitulda de acidos fracos, e necessario o uso de base forte, o que faz 
com que o ponto de equivalencia estequiometrica se de no lado alcalino. 
A acidez e estimada pela titulagao com o hidroxido de sodio, utilizando- 
se fenolftalefna como indicador (eq. 1.31). 

eq. 1.31 


TRTGT TGFT? tmn + FT O 

w r,T TPTTT?nT 1 A PTTlA \ VO 

1 rviULdoEiuuivj 1 

^ ijrJLlUiiKUJL T AL1UU vjKAau 


h 2 c—o—c—R, 

I ,p 

HC-O-C-R, 

I # 

H 2 C O C R .3 


3 h 2 o h ^-° h 

. .» HC-OH 

A 1 

H 2 C—OH 


+ 3 R-C-OH 


NaOH 


fenolftaleina 


0 


O 


R—C-ONa 
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A neutralizagao com base (NaOH) e geralmente utilizada para * 
maioria dos oleos apos sua extra^ao. Oleos e, ou, gorduras utilizados err. 
processos de frituras sao muito suscetiveis a hidrolise pela agao da 
temperatura elevada na presen£a de agua (Figura 1.23). Nesta situagaa 
ocoire diminuigao do ponto de fumaga (temperatura na qual a fumaca 
come^a a ser exalada da superficie do oleo aquecido por causa da 
decomposi^ao do triacilglicerol na prescn^a de oxigenio). Portanto, a 
fumaca e sinal de decomposi^ao (Tabela 1.18). O ponto de fumaga de 
oleos e, ou, gordura esta na faixa de 200-300 °C; quando cai para abaixo 
de 170 °C, o oleo ou a gordura sao considerados inadequados para uso 
como alimento. 


Tabela 1.18 - Acidos graxos livres e ponto de fumaca de alguns oleos e 
gorduras 


Amostra 

% AGL 

Ponto de fumaca (°C) 

Azeite de oliva 

2,10 

138 

Oleo de girassol 

1,70 

159 

Oleo de soja 

0,01 

228 

Oleo de milho 

0,01 

233 

Oleo de milho 

1,00 

94 

Oleo de algodao 

0,01 

232 

Oleo de algodao 

1,00 

160 


O ponto de fumaca e dependente da composi^ao do oleo e da 
gordura. A gordura de coco, por exemplo, que possui acidos graxos de 
cadeia curta (laurico), resiste menos a temperatura que o oleo de algodao, 
amendoim e similares. Acidos graxos, mono e diglicerfdios sao menos 
estaveis que os triglicerfdios. Portanto, o ponto de fumaca de oleos e 
gorduras e dependente da quantidade de acidos graxos livres e de mono e 
diglicerfdios presentes na amostra. 
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i gentes 

- Eter etflico. 

- Alcool etflico 95%. 

- Fenolftalefna 1,0% em alcool etflico 95% (ponto de viragem entre 
pH 8,1 e 8,3). 

- Hidroxido de sodio 0,1 N padronizado. 

Kedimento 

- Pesar 28,2 g da amostra em erlenmeyer de 250 ml. 

- Adicionar 50 ml da solugao eter-alcool (2:1) e 2,0 ml do 
indicador. 

- Titular com hidroxido de sodio 0,1 N ate o aparecimento da 
coloragao rosea; esta Colorado deve persistir durante 30 
segundos. 

'alculos 

A) Indice de acidez: quantidade em mg de KOH necessam para 
eutralizar os acidos graxos livres presentes em 1,0 g de gordura. 

B) Percentagem de acidos graxos livres: normalmente e expressa 
em fungao do acido oleico (PM = 282). Para gorduras de coco e babagu. o 
resultado e expresso em acidos laurico (PM = 200) e palmftico 'PM = 
256), respectivamente. % de AGL = gramas AGL/100 g de gordura. 

E:\ERdCIOS 

1) Na analise de AGL, em 5,0 g de gordura de coco consumiram-se 
6.25 ml de KOH 0,1 N para neutralizar a gordura. Calcular: 

a) % de AGL expressa em acido laurico. 

b) Indice de acidez da gordura de coco. 

2) Se uma amostra de 5,0 g de gordura de coco consumiu 2,0 ml de 
NaOH 0,1 N para neutralizar a acidez da gordura, qual a % de acidos 
graxos livres expressa em laurico? 

3) Se 2,5 g de oleo de soja consumiram 3,1 ml de uma solugao 0,1 
N de KOH para titular a fenolftalefna, qual o fndice de acidez deste oleo? 
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4) Quais as desvantagens da presen^a de alto teor de acidos graxos 
livres em oleos bruto e refinado? 

5) Os seguintes resultados foram obtidos na analise de acidos 
graxos livres (AGL): 


Amostra 

Peso 

NaOH 0,1 N 


(g) 

(ml) 

Oleo de milho 

28,0 

0,45 

Oleo de amendoim 

27,8 

0,40 


Calcular a % de AGL expressa em acido oleico e o indice de acidez. 

6) Os seguintes resultados foram obtidos na analise de acidos 
graxos livres. Completar o quadro: 


Amostra 

Peso 

ml NaOH 

% AGL 

% AGL 

% AGL 


(g) 

0,1006 N 

(Oleico) 

(Laurico) 

(Palm.) 

Gord. de 

28,2 

25,0 

? 

7 

? 

coco 

28,4 

25,2 




Oleo de 

30,0 

0,1 

? 

7 

7 

soja 

28,2 

0,1 





7) Na fabrica^ao de pizza, os seguintes ingredientes sao utilizados: 

- massa: farinha de trigo + agua; 

- cobertura: molho de tomate, queijo, condimentos, tomate, 
pimentao e presunto. 

O produto final e entao pre-cozido, resfriado, embalado e 
congelado. Analisar do ponto de vista da oxida?ao (lipoxigenase) e 
rancidez hidrolitica (lipases) se e possfvel ocoiTer as seguintes altera^oes 
durante o armazenamento: 
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1. Aparecimento de sabor e odor estranho. 

2. Descoloragao de vegetais. 

3. Perda do sabor dos condimentos. 


s 

?terminagao do Indice de Saponificacao 

Indice de saponificacao (IS) e a quantidade de base necessaria para 
ificar definida quantidade de oleo e, ou, gordura. E espresso em 
;ro de miligramas de hidroxido de potassio necessario para 
lificar 1,0 g da amostra. 

O fndice de saponificacao indica o PM medio dos acidos graxos 
ficados ao glicerol (Tabela 1.2). 

* IS pequeno: acido graxo de PM elevado. 

* IS elevado: acido graxo de PM pequeno. 

Esse procedimento inclui aquecimento da solucao akoolica de 
roxido de potassio em excesso, contendo uma quantidade conhecida da 
ate a completa saponificacao. O excesso de base e entao dmlado 
licido padronizado, e o indice de saponificacao, calculado (eq. 1.32 . 

eg. 1.32 


/P 


■ 

—C-O-C-H 


H 2 C-0—C-Rj 


P 

H 2 C-0—C-R-3 


+ 3 KOH 


H,C-OH 
•| 




exc. 


H+ 


HC-OH + ,R-C-OK 
I 

h 2 c-oh 


Fenolftaleina 


K + + H,0 


rentes 

- Acido cloridrico 0,5 N padronizado. 

- Hidroxido de potassio 0,5 N em ETOH 95%. 

- Fenolftaleina: 1,0 % em ETOH 95%. 
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Procedimento 

- Pesar 5,0 g da amostra (fundir, se necessario) em balao de 
250 ml. Filtrar em papel-filtro para remogao da umidade, se necessario. 

- Adicionar 50,0 ml da solugao alcoolica de KOH. 

- Preparar a amostra do branco, simultaneamente. 

- Conectar o condensador e aquecer sob refluxo durante uma hora. 

- Apos o resfriamento, adicionar 1,0 ml do indicador e titular com 
acido cloridrico 0,5 N ate o desaparecimento da coloragao rosea. 

Obs.: O mdice de saponificagao para amostra contendo somente 
acido graxo e igual ao mdice de acidez. O mdice de ester e a diferenga 
entre o mdice de saponificagao e o de acidez. Pelo mdice de ester, estima- 
se a quantidade de glicerfdio presente em oleos e gorduras. 

Fontes de erro 

- Imprecisao nas medigoes. 

- Saponificagao incompleta. 

- Contaminagao de vidrarias. 

- Perda de esteres volateis pelo condensador. 

- Presenga de substancias interferentes. 


Exercicios 


1) Escrever a equagao molecular balanceada envoivida na 
determinagao do mdice de saponificagao. 

2) Calcular o mdice de saponificagao de um trigliceridio de PM = 
554 (H = 1, O = 16, C = 12 e K = 39). 


3) Uma amostra de 3,0 g de determinado trigliceridio foi 
saponificada com solugao alcoolica de KOH e titulada com HC1 0,5 N. 
Dados: 


* Volume gasto na titulagao do branco = 67,52 ml. 

* Volume gasto na titulagao da amostra = 7,95 ml. 
Pergunta-se: 

a) Qual o indice de saponificagao deste trigliceridio? 
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b) Qual e o seu PM? 

c) Por que a titula?ao do bianco consumiu volume maior de HC1 0,5N 
que a da solugao contendo a amostra? 

rf) Relacionando o IS com o PM medio, deduza o nome deste triglicendio. 

Dados: PM do KOH = 56,1; triestearina = 891; tricaprilina = 470; 
tributirina = 302 e tricaprionina = 386. 

4) Se o fndice de saponificasao da gordura do leite e de 230, qual o 
PN1 medio dos acidos graxos constituintes? 

5) Calcular o fndice de saponifica^ao dos triglicerfdios: 
a - Tripalmitina (PM=806,8). 

b - Tricaprino (PM=554). 
c - Tributirina (PM=302,2). 
i - Palmitodiestearina (PM=862). 

6 ) Se o fndice de saponifica^ao de urn monoglicerfdio puro foi de 
257,34, qual o peso molecular e o nome? 

7) Uma amostra de oleo de oliva (250 mg) consumiu 47,5 mg de 
KOH para uma completa saponifica?ao. Calcular o PM medio do 
triglicendio presente na amostra. 

8 ) Calcular o fndice de saponificasao das amostras listadas a 
seguir: 


Amostra 

Peso 

(g) 

ml HCI 

0,5214 N 

IS 

Calculado 

IS 

Literature 

Gordura de coco 

4,4965 

16,5 

? 

255-260 


4,1209 

13,5 



Oleo vegetal 

4,6880 

18,9 

7 

190-195 


5,1410 

22,0 



Branco 


52,9 
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Determinagao do Indice de Iodo 

O Indice de Iodo (II) e a medida da insatura^ao de oleos e, ou, 
gorduras, expressa em numero de gramas de iodo absorvido por 100,0 g 
da amostra. Por conseguinte, II elevado significa alto grau de insaturagao. 

Basicamente, esta determinagao consiste da adigao em excesso de 
iodo a amostra de peso conhecido, com o que se determina a quantidade 
de iodo livre em solugao, fazendo a titulagao com tiossulfato, em 
presenga de amido, como indicador (eq. 1.33). Praticamente, oleos e, ou, 
gorduras comestiveis contem fndice de iodo variando entre 65 e 130. 

CLASSIFICA^AO: segundo o II (Tabela 1.2), oleos e gorduras 
comestiveis sao classificados em: 

- Secativos: II = 130 a 200. 

- Nao-secativos: II < 100. 

- Semi-secativos: II de valor intermediario. 


eq. 1.33 


-c=c— + l 2 


exc 


—c—c— 

I I 

I I 


+ h 


a 

m 

i 

d 

o 


2 Na 2 S 2 03 


2 NaI + Na 2 S 4 0 6 


Reagentes 

- Solu^ao de Wijs (monocloreto de iodo, IC1). 

- Tiossulfato de sodio 0,1 N padronizado. 

- Iodeto de potassio: 15,0 %. 

- Solu^ao de amido: 1,0 %. 
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[ 

Wtocedimento 

- Pesar (0,5 g)* de oleo e, ou, gordura em erlenmeyer de 250 ml 
com rolha esmerilada. 

- Adicionar 15,0 ml de cloroformio para dissolu^ao da amostra. 

- Acrescentar 25,0 ml da solu^ao de Wijs. 

- Arrolhar o frasco e agitar; deixar em repouso no escuro durante 
30 min. 

- Adicionar 20,0 ml de solu 9 ao de KI. 

- Finalmente, acrescentar 100,0 ml de agua e titular com solucao 
0,1 N Na 2 S,(X, usando amido (1,0ml) como indicador ate o 
desaparecimento da Colorado azul. 

- Preparar a amostra do branco, simultaneamente. 

m Fundir a amostra, se for o caso. Filtrar em papel-filtro para remocao de 
impurezas e umidade. A quantidade da amostra recomendada. a ser 
pesada em fungao do indice de iodo, deve ser a seguinte: 

Indice de iodo Peso da amostra (g) 


3,0 

10,0 

5,0 

5,1 -6,3 

10,0 

2,5 - 3,2 

20,0 

0,85 -1,6 

60,0 

0,43 - 0,53 

80,0 

0,30 - 0,40 

120,0 

0,21-0,26 

160,0 

0,16-0,20 


Fontes de erro 

- Variacao no peso da amostra. 

- Varia 9 ao nas cond^oes da rea 9 ao: tempo e temperatura. 

- Deteriora 9 ao do halogenio pela luz ou pelo oxigenio: 
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21 + 0 2 + H + -> l, + 2HjO 
- Adi?ao do halogenio na posi?ao alfa da insatura?ao: 

1 • 1 III 

-C-C-C + I 2 -► -C —C=C— + HI 

1 I 

Exerci'cios 

1) Calcular o l'ndice de iodo das seguintes amostras e discutir os 
resultados obtidos, comparando-os com os da literatura: 

2) Calcular o Indice de iodo do acido araquidonico (PM = 304). 

3) Calcular o indice de iodo da triaraquidonina (PM 
araquidonico = 304). 

4) Calcular o indice de iodo do triglicerldio misto (palmitil-oleil- 
araquidonina) PM = 860. 


Amostra 

Peso 

(g) 

ml Na 2 S 2 C >3 
(0.1057N) 

(II) 

Calculado 

(II) 

Literatura 

Oleo de soja 

0,2410 

11,50 

? 

125-138 


0,2258 

18,50 



Oleo de milho 

0,2417 

1,60 

? 

110-128 


0,2545 

1,35 



Oleo de amendoim 

0,3800 

10,65 

? 

84-102 


0,4006 

10,20 



Gord. hidrogenada 

0,5804 

14,65 

? 



0,5897 

13,90 



Branco 

- 

34,50 





34,65 
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5) Uma amostra de 680 mg de oleo de oliva (PM medio = 884) 
■bsorveu 578 mg de I 2 . Calcular quantas duplas ligagoes em media estao 
presentes na molecula do trigliceridio e o indice de iodo deste oleo. 

6) O II de uma amostra de manteiga e 68 e o IS e igual a 210, 
?cantas ligagoes duplas em media estao presentes na molecula do 

iceridio. 

7) Explicar as modificagoes ocorridas no oleo de milho, conforme 
i dados abaixo: 


Temperature de oxidagao (°C) 


Oleo 

120 

160 

200 

Indice de iodo 

122 

105 

102 

100 

Indice de peroxido 

1,0 

8,1 

6,0 

2,0 

Indice de acidez 

0,16 

1,9 

1,8 

1,3 

Indice de saponificagao 

186 

198 

198 

200 

Yiscosidade (25 °C) 

0,65 

1,0 

1,65 

2,5 


Indice de TBA - Acido Tiobarbiturico 

E o metodo preferido para se detectar a oxidagao de lipidios em 
sistemas biologicos, embora seja um procedimento empirico relacionado 
com a presenga de aldeidos. O indice de TBA e expresso em miligramas 
de malonaldeido por quilo de amostra (numero de TBA ou valor de 
TBA). O malonaldeido (dialdeido com ires atomos de carbono) e obtido, 
em pequenas quantidades, da oxidagao de lipidios polinsaturados quando 
aquecidos em meio acido. 

O teste fundamenta-se na formagao de um complexo de coloragao 
vermelha, resultante da condensagao de dois mols de TBA com um mole 
ie malonaldeido (eq. 1.34). Entretanto, diversos fatores podem afetar a. 
intensidade da cor final do complexo. 







118 


Quimica de Alimentos - Teoria e prdtica 


eq. 1.34 



HC1 


■> 


S- t* OH HO ™ SH 



'-CH-CHzCH- 



OH 


OH 


OH 


A reagao nao e especifica, visto que varios produtos primarios e 
secundarios resultantes da oxidagao de lipidios e outros componentes do 
alimento, como aldeidos, agucares, protemas, nitrito e compostos 
presentes na fumaga, interfcrem no teste, requerendo, portanto, corregoes 
em produtos curados e defumados. 

Baixos valores podem ser eiToneamente detectados, em face da 
interagao co-valente do malonaldeido com os grupos amina livres presentes 
em protefnas (eq. 1.35). Por estas razoes, o teste deve ser usado para medir a 
extensao geral da oxidagao de lipidios em vez de quantificar o malonaldeido. 
Portanto, a terminologia “substancias reativas com TBA’' deve ser utilizada 
em substituigao ao numero de TBA ou valor de TB A. 


eq. 1.35 


OP H H 



A amostra contendo TBA e aquecida, e o produto da reagao e medido 
fotometricamente a 532 nm. Durante o estadio de aquecimento, o qual e 
realizado em condigoes acidas, o malonaldeido e liberado a partir do 
peroxido e reage com o acido tiobarbiturico (Figura 1.30). O teste pode ser 
realizado diretamente no produto, seguido da extragao do pigmento colorido 
ou, altemativamente, a partir do destilado obtido. 
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MAD 


|mad| 

COLORADO ROSA (532 nm) 

1.30 - Formagao do malonaldefdo (MAD). 


MAD 


De modo geral, subslancias reativas com TBA sao prodiizidas em 
ides substanciais somente a partir de dcidos graxos contendo tres 
mais insaturac;des. Isso porque as insaturagoes beta e gama do grupo 
udo resultante da oxidagao podem ciclizar-se, formando anel 
ado cinco carbonos e, posteriormente, formando tambem 
Idefdo (eq. 1.36a e b). Tal configuragao esta ausente nos radicals 
ericos oriundos do acido linoleico. 

Entretanto, pequenas quantidades de malonaldefdo podem ser 
adas a partir de acidos graxos com menos de tres insaturagoes. 
\ caso, a formagao se deve a presenga de outros aldefdos oriundos da 
iposigao do peroxido. 
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eq. 1.36a 


IS I 12 I 9 

H,C-CHj-C=C—C—C=C—C—C=C—CII j-CUj-CHj-C^-CHj-CHj-CHj-COOH 
|-® #--— : -j 


—c=c—c—c=c—c —c=c — 


— c=c—c—c=c—c—c=c - 



Reagentes 

- HC1 4N. 

- TBA: 0,2883% w/v em 90% de acido acetico glacial. Preparar 
antes do uso e manter no escuro. 

-TEP: solugao 10 -3 M em agua destilada (1,1,3,3 - 

tetraetoxipropano). Estavel por uma semana em geladeira. 

- CURVA-PADRAO: preparar solugoes apropriadas de TEP a 
partir da solugao 10 3 M, variando a concentragao de 1.10' 8 a 7.10 8 mols de 
malonaldefdo em 5,0 ml. Adicionar 2,0 ml de HC1 e aquecer os tubos em 
agua durante 5 min. 
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eq. 1.36b 


c—c—c—C=C—c—C=C—CHj—CH j-CHj—CH j-CHa-CHj-CI^—COOH 
(H) 



12 10 

S^C-CHj—c— c— c—c=c—c=c— c— CHj- 


H 3 c—CH 2 —C— c— c— C— c=c— C= c—CHj— 
0 * 


11 9 


12 


11 


—c—C—C—C=C—c=c—c—0*2- H 3 C—CHj—c—c—c—c—C—c—C—c— ch.— 


o 


o 

I 

o. 


o. 


'rocedimento 

-Pesar 10,0 g da amostra, adicionar 50,0 ml de agua e 
homogeneizar por 2 min, em liquidificador. 

- Transferir a mistura quantitativamente para o frasco de destilacao, 
lavando com agua (47,5 ml). 

- Ajustar o pH para 1,2 - 1,5 com HC1 4 N (2,5 ml). 

- Adicionar BHT (opcional), antiespumante e bolas de vidro. 

- Destilar a amostra rapidamente (10 min) e coletar 50,0 ml. 

- Combinar uma aliquota (5,0 ml) da amostra destilada com 5.0 ml 
do reagente TBA. 

- Tampar o tubo, agitar e aquecer em agua durante 35 min. 

- Preparar o branco simultaneamente (5,0 ml de agua + 5,0 ml do 
reagente TBA), resfriar os tubos em agua/10 min e fazer a leitura 
da absorvancia em 532 nm. 

Jfcs.: O (ndice de TBA e expresso, convertendo-se a absorvancia em mg 
fc malonaldeido/1.000 g da amostra (A x 7,8). 
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Antioxidantes 


Introdugao 

A deteriorate) do alimento com o tempo, em razao de sua natureza 
biologica, e inevitavel. Durante a produgao, o processamento, a 
distribuigao e o armazenamento ocorrem varias reagoes de deterioragao 
envolvendo microrganismos e processos quimicos. Estes ultimos sao 
representados pela oxidagao enzimatica e nao-enzimatica de lipidios e de 
substancias fenolicas, promovendo alteragoes indesejaveis no flavor , na 
aparencia, nas caracteristicas fisicas, no valor nutritivo e na formagao de 
compostos toxicos. 

Durante a oxidagao de acidos graxos insaturados, via mecanismo 
de formagao de radicais livres, os hidroperoxidos sao os primeiros 
produtos formados, os quais se degradam, liberando novos radicais livres 
e promovendo a continuidade da oxidagao do oleo e, ou, da gordura, alem 
da formagao de diferentes aldeidos volateis (rango). O efeito do 
antioxidante consiste na inativagao dos radicais livres, na complexagao de 
ions metalicos ou na redugao dos hidroperoxidos para produtos incapazes 
de formarem radicais livres e produtos de decomposigao rangosos. 

A complexidade do processamento do alimento, associada a 
necessidade de aumentar o periodo de armazenamento, torna o produto 
vulneravel a deterioragao oxidativa. Portanto, a utilizagao de substancias 
quimicas capazes de oferecer protegao contra a oxidagao e necessaria. A 
maioria dos alimentos que fazem parte da dicta humana possui certa 
quantidade de lipidios. Ate mesmo a batata, que nao e considerada 
alimento gorduroso, contem aproximadamente 0,1% de lipidios 
(membrana celular). Os alimentos de origem vegetal possuem, em sua 



iantes 


125 



ia, lipidios altamente insaturados, ou seja, aproximadamente a 
ie dos lipidios presentes na batata, correspondemes aos acidos 
teico e linolenico. A degradagao oxidativa destes acidos graxos 
polinsaturados e a principal causa que limita a vida util da grande maioria 
4os alimentos industrializados. 


Controle da Auto-Oxidagao 


Existem varias maneiras de se retardar a degradapao oxidati’. a em 
oleos e, ou, gorduras em alimentos. Muitos dos problemas de oxidacao 
em alimentos podem ser resolvidos ou, pelo menos, mantidos sob 
controle por meio de interven^oes tecnologicas adequadas. A utilizacao 
correta do material utilizado nas embalagens e o uso de atmosfera inerte e 
condicoes adequadas de armazenamento sao formas apropriadas para se 
retardar a oxidacao em alimentos. 


A inibicao completa da oxidacao de lipidios, ate entao, nao e 
possivel, mas pode retardar essa transformagao por varios meses Figura 
1.1). A utilizacao de antioxidantes, alem de retardar a rancidez oxidativa, 
protege carotenoides, vitaminas A e D e outros ingredientes insaturados 


© 


o 2 



© 


: Armazenamento ao frio/escuro 


(3) : Decomposigao do peroxido p/ produtos estaveis (Vit. E) 
@ : Remogao de catalizadores (ac. citrico, lecitina) 

© : Remogao de radicals (tocoferol, antioxidantes sinteticos) 


Figura 2.1 - Formagao de radicals livres e possibilidades de controle. 
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A velocidade da reagao de auto-oxidagao depende, em primeiro 
lugar, da composigao do oleo ou da gordura, quanto a insaturagao e tipos 
de acidos graxos insaturados presentes. A temperatura apresenta efeito 
importante na velocidade da auto-oxidagao e, mesmo em condigoes de 
congelamento, nao previne completamente a reagao. A luz acelera a 
oxidagao, por isso a exposigao de produtos em embalagens transparentes 
induz a reagao. A remogao do oxigenio do alimento previne a oxidagao, 
mas isto nem sempre e posslvel de ser conseguido na pratica. 

Metais em nlveis-trago catalisam a reagao e podem ser removidos 
pela utilizagao de complexantes como o acido cltrico. As reagoes 
catalisadas pelas enzimas lipases (rango hidrolitico) e lipoxigenase, 
naturalmente presentes nos tecidos animal e vegetal, nao sao inibidas pelo 
uso de antioxidantes. Estes devem ser adicionadps ao produto o mais 
cedo posslvel, para se obter efeito maximo, visto que qualquer substantia 
anteriormente formada permanece no produto. 

Em varias situagoes, os lipldios encontram-se presentes no produto 
em pequenas quantidades, e a distribuigao uniforme, de modo a garantir 
um bom contato, e pre-requisito para uma boa eficiencia. Oleos e 
gorduras oxidados nao serao revertidos pela adigao de antioxidantes, e 
suas propriedades funcionais sao variaveis. Alguns antioxidantes 
aumentam a protegao com o incremento da concentragao; outros, acima 
do nlvel otimo, possuem efeito pro-oxidante, enquanto ainda outros 
resistem ao tratamento' termico, ao vapor e ao efeito do pH no 
processamento do alimento, com consequente aumento da vida util do 
produto. 

Os procedimentos flsicos utilizados na prevengao da oxidagao 
incluem a refrigeragao e embalagens a vacuo contendo agentes redutores. 
A refrigeragao nao e um metodo eficiente, visto que a solubilidade do 
oxigenio aumenta em baixas temperaturas. A moagem promove a 
liberagao de catalisadores da oxidagao, alem de apresentar alta area de 
superflcie de contato. 


Escolha do Antioxidante 

A maneira propria e efetiva da utilizagao do antioxidante depende 
do conhecimento de sua quimica, do seu modo de agao e da fungao no 
alimento. A diferenga da atividade antioxidante esta relacionada com sua 
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ra qufmica, que influencia as propriedades ffsicas como 
tilidade, solubilidade e estabilidade termica. Alem da relagao 
ura-fungao, existem diversos fatores, como a natureza do lipi'dio. o 
io ffsico do alimento, as condigoes de armazenamento e a atividaae 
agua, que ditam a eficiencia dos varios tipos de antioxidame. Por 
aplo, o TBHQ e os esteres do acido galico sao uteis em situagoes em 
ocorrem perdas do antioxidante por vaporizagao, secagem e vacuo. 
>oBHAeBHT. 

As propriedades hidrofflico-lipofflicas dos varios antioxidantes 
m devem ser levadas em consideragao. Em situagao envolvendo 
ios com pequena relagao area—volume, como ocorre em oleos. 
ixidantes com o balango hidrofflico-lipofilico elevado. como PG e. 
TBHQ, sao mais efetivos, pois concentram-se na superficie do oleo. 

a reagao da gordura com o oxigenio e mais intensa. Ja na situagao 
envolve lipfdios com elevada relagao area-volume, como os lip:d:os 
s das membranas no tecido intacto e em emulsao oleo/agua. em que 
elevada concentragao de agua, os antioxidantes lipofflicos. como 
. BHT, galatos de alquila e tocoferois, sao mais efetivos. 

Conforme a legislagao, o antioxidante e considerado inocuo se 
hidas as seguintes condigoes: o LD S0 nao pode ser menor que 1.000 
g de peso vivo e nao apresentar efeitos significativos adverscs no 
imento de animais experimentais em testes de longo prazo. em 
is de 100 vezes o proposto para o consumo humano. 


SHA 


Qassificagao dos antioxidantes 

Existem duas categorias basicas de antioxidantes: sinteticos e 
■ais. Em geral, os antioxidantes sinteticos sao estruturas fenolicas 
:endo variaveis graus de substitutes alquilas, enquanto os naturais sao 
>stos fenolicos, quinonas, lactonas e os polifenois. Diferentes 
ismos de controle da oxidagao de lipfdios estao envolvidos: 

- bloqueadores da reagao em cadeia (doadores de hidrogenio). 

- complexadores com metais. 

Os antioxidantes doadores de hidrogenio sao adicionalmente 
sificados em dois grupos: doadores e receptores de eletrons. Os 
oxidantes doadores de eletrons competem com o lipfdio insaturado 
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pelo radical peroxil (ROO), resultando na diminuigao da velocidade da 
reagao, a exemplo dos antioxidantes sinteticos. A eficiencia desses e 
dependente da caracterfstica de sua estrutura quimica, incluindo a 
estabilidade do antioxidante radical formado, o qual e resultado das 
formas ressonantes e do impedimento esterico da hidroxila. 

Ja os antioxidantes receptores de eletrons competem com o 
oxigenio triplete ( 3 0 2 ) pelo radical livre, reduzindo a formagao do radical 
peroxil. A sua principal caracterfstica estrutural e a presenga da quinona 
(tocoferilquinona), e a sua eficiencia e atribufda a estabilidade e a 
presenga de grupos que liberam eletrons presentes na posigao orto do 
antioxidante. 

O segundo mecanismo de atuagao antioxidante envolve a 
complexagao de metais, os quais catalisam a reagao de oxidagao de 
lipi'dios. Este mecanismo pode ser definido como preventivo, uma vez 
que nao ocorre interagao com as especies radicais. Atuam complexando 
os ions metalicos, inibindo a decomposigao de peroxidos e, 
conseqiientemente, formando radicais livres. 

A oxidagao de lipfdios em tecidos biologicos inicialmente ocorre 
na fragao lipfdica presente na membrana celular em razao do seu alto 
grau de insaturagao, acarretando alteragoes sensoriais que afetam a 
qualidade do produto, devido a formagao de substancias volateis de baixo 
PM. Alem disso, os radicais livres e os produtos secundarios formados 
durante o processo oxidativo provocam a decomposigao de outros 
componentes celulares, incluindo vitaminas, acidos graxos essenciais e 
perdas das propriedades funcionais das protefnas. 

Com base em suas fungoes, os antioxidantes sao classificados como 
primarios e sinergisticos. 


Antioxidantes primarios 

Os antioxidantes primarios incluem os compostos fenolicos 
poliidroxilados (galatos) e os fenois com impedimento estrutural (BHA, 
BHT, TBHQ e tocoferois). Atuam bloqueando a agao dos radicais livres, 
convertendo-os em produtos estaveis por meio da doagao de hidrogenio 
ou eletrons, alem de atuarem nas reagoes com os radicais lipi'dicos, 
formando o complexo antioxidante-lipidio. Esquematicamente, podem 
ser representados da seguinte forma: inibigao da fase inicial da reagao 
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pela interact) com os radicals livres ou na etapa de propaga^ao. reagindo 
com os radicais alcoxil ou peroxil, e, ou, pela forma^ao do complexo 
antioxidante-peroxil, conforme descrito a seguir. 

mkcanismo de aqdo 

O antioxidante (AH) funciona removendo os radicais livres (R* ou 
ROO') tao logo estes sejam formados; portanto, sao eficientes aper.^s 
quando a concentra^ao do ROO* e baixa, ou seja, na fase inicia. da 
oxidagao. Logo que os radicais peroxil estejam presentes em 
concentrates elevadas (fase de propaga?ao), o antioxidante e 



rapidamente decomposto. A rea^ao direta do antioxidante com o 
substrato R* parcce ser menos importante que a rea^ao com o racical 
peroxil (ROO*): 


AH + R —> A + RH 


ROO +AH -> ROOH + A 


Outro mecanismo e a formagao do complexo entre o radical peroxil 
e o antioxidante; o complexo formado (ROO.AH) pode entao reagir com 
outro radical adicional: 


ROO +AH -» (ROO-AH) 


Para ser efetivo, o antioxidante tern de competir com o substrato 
* lipfdio insaturado), normalmente presente em concentra?6es elevadas. A 
mibi?ao da auto-oxida^ao dos lipidios ocorre de duas maneiras: 

a) O antioxidante transfere atomos de hidrogenio para o radical 
peroxil. Cumprindo esta fungao, radicais livres oriundos das moleculas do 
antioxidante sao formados, mas sua estrutura e tal que estes radicais sao 
relativamente estaveis e nao possuem energia suficiente para reagir com o 


Hpidio. 


b) O radical fenoxil resultante do antioxidante interage com um 
segundo radical peroxil via intera^ao entre radicais, formando a 
peroxidienona. Entretanto, a forma^ao da peroxidienona oriunda da 
reaqao entre o radical fenoxil e o radical livre pode limitar a eficiencia 
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do antioxidante, que, em temperatura elevada e exposta a luz UV, 
forma novos radicais livres, comprometendo a eficiencia do 
antioxidante (eq. 2.1). 

A constitui^ao molecular do antioxidante necessita, portanto, ser 
mais do que a de um doador de hidrogenio. E necessario tambem que o 
radical fenoxil formado possua baixa reatividade para nao provocar 
reaches adicionais com os lipidios. A eficiencia dos antioxidantes 
fenolicos, portanto, depende da estabiliza?ao (ressonancia) dos radicais 
fenoxil, o que e detenninado pelos grupos presentes no anel aromatico e 
pelo comprimento deste. 


eq. 2.1 


H H H 

-c-c-c— 


(RH) 


TRJGLIC. 


ENERGIA: U.V. 

CALOR 


SENSORES: METAIS 

PIG. NAURAJS 


H H H 

i i i 

—c-c=c— 
00 , 
(ROQ.) 


O(H) 



o 


^ H H 

—c-c=c— 

OOH 



Maior estabilidade dos radicais fenoxil e observada nos grupo 
laterais de maior comprimento. Entretanto, o impedimento estrutura 
provocado por esses grupos torna o antioxidante menos acessivel a 
radical peroxil. Exemplificando, o grupo alquila terciario presente & 
BHA e BHT confere maior estabilidade ao radical fenoxil, mas, er 
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face do impedimento molecular causado pela cadeia lateral, toma-se 
4tficil para estes antioxidantes reagircm com os radicals peroxil. Por 
razao, sao considerados antioxidantes fracos e devem ser 
izados em mistura com outros para se obter o efeito sinergistico. 

outro lado, o propil galato e muito eficiente, porque contem tres 
iroxilas, nao apresentando impedimento estrutural como ocorre com 
BHA e BHT. 

A equa^ao 2.1 ilustra a deslocalizatjao (estabilizagao) do eletron 
litario, deixado apos a remo?ao do hidrogenio no anel aromatico do 
^xidante. Rea^oes adicionais dos antioxidantes radicals sao 
nplexas e terminam com a forma^ao de diferentes produtos, muitos 
► quais de natureza dimerica. 


Antioxidantes sinergisticos 

Sao classificados de forma generica como removedores de 
igenio e complexantes. Os sinergistas funcionam por varios 
■ecanismos. Podem atuar na regeneragao do radical fenoxil. doando 
rogenio e, conseqlientemente, regenerando o antioxidante primario. 
ssa forma, o antioxidante fenolico pode ser utilizado em baixas 
:entra?6es se o sinergista e simultaneamente adicionado ao 
mto. Por exemplo, o acido ascorbico e o palmitato de ascorbila 
im como sinergistas para os antioxidantes primarios. 

Os removedores de oxigenio (Tabela 2.1), como acido ascorbico. 
litato de ascorbila, sulfito e eritorbatos, reagem com o oxigenio 
re. removendo-o do sistema fechado, isto e, em situa^ao na qual o 
igenio se encontra em quantidadc limitada. O acido ascorbico reage 
amente com o oxigenio, formando o deidroacido ascorbico e 
linando o suprimento do oxigenio disponivel para a reacao de 
^xidagao. Em razao disso, o acido ascorbico e muito utilizado em 
>idas a base de suco de frutas, cerveja e produtos enlatados ou 
rafados contendo espa^o livre (3,3 mg de acido ascorbico 
)mem o oxigenio em 1,0 ml de ar). O acido eritorbico e oxidado 
is rapidamente que o acido ascorbico. O palmitato de ascorbila e 
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mais eficaz no controle da degrada$ao oxidativa de produtos 
gordurosos. devido a sua maior solubilidade na fragao lipfdica. 

Tabela 2.1 - Propriedades fisica e qufmica dos ascorbatos 


Forma 

PM 

Encdiol* 

equiv. 

Sol. H,0 

mg/ml 

Sol. oleo 
mg/ml 

Sol. EtOH 
mg/ml 

Acido ascdrbico 

176,13 

1,0 

330 

<1 

<1 

Ascorbato de sodio 

198,11 

1,12 

770 

<1 

<1 

Ascorbato de calcio 

426,35 

1,21 

500 

<1 

<1 

Ascorbato de potassio 

194,11 

1,1 

980 

<1 

<1 

Palmitato de ascorbila 

414,54 

2,35 

0,02 

3 

120 


*(-COH=COH-): utilizado para calcular o equivalente em vit. C. Por exemplo, 1,12 g de ascorbato de 
sodio possui a mesma vitamina C equivalente a 1,0 g acido ascorbico. 


Os cigentes complexantes imobilizam ions metalicos, aumentando 
significativamente a energia de ativa^ao das rea§oes iniciais da auto- 
oxida^ao. A utiliza^ao de complexantes como acido citrico, EDTA e 
derivados do acido fosforico prolongam a vida util do alimento; eles nao 
sao considerados antioxidantes, mas efetivos sinergistas tanto para os 
antioxidantes primarios como para os removedores de oxigenio. O par de 
eletrons nao-pareados na sua estrutura molecular promove a agao 
complexante por meio da formagao de complexos estaveis com os metais 
pro-oxidantes como ferro e cobre. 

Como descrito, os sinergistas, de modo geral, aumentam a vida titil 
dos antioxidantes primarios, e o efeilo obtido da mistura no controle di 
oxidacao e maior que quando utilizados isoladamente. 


Caracterfstica dos Antioxidantes Primarios 

Em alimentos, os antioxidantes fcnolicos sinteticos de 
permitido restringem-se a quatro tipos (Figura 2.2). A escolha 
diferentes tipos e determinada unicamente com base nos requerimei 
tecnologicos. Combina9oes entre alguns tipos em geral oferet 
melhores resultados que cada tipo isoladamente, o que e denomin 
sinergismo , cujo mecanismo e ainda desconhecido. 
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C(CH 3 ) 3 


och 3 

j-BHA 


OH 

a. 


C(CH 3 ) 3 


och 3 

2-BHA 


BUTIL HIDROXIANISOL 
BHA 



BUTIL HIDROXITOLUENO 
BHT 



OH 


C(CH 3 ) 3 


BUTIL HIDROQUINONA 
TBHQ 




OH 


COOC,H, 

GALATO PROPILA 
GP 


ra 2.2 - Antioxidantes sinteticos soluveis em oleo. 


Quando se utiliza somente um tipo de antioxidante, sua 
entrapao nao pode ultrapassar 0,01% (100 ppm), com base no teor de 
i e, ou, gordura no alimento. Quando mais de um tipo e utilizado, o 
nao pode exceder a 0,02% (200 ppm) e nenhum dos antioxidantes 
: ultrapassar 0,01%. 

Butil hidroxianisol (BHA) 


- Limite maximo permitido: 100 ppm. 

- Estabilidade termica: muito boa, mas em temperaturas elevadas 
confere odor desagradavel. 

- Sinergismo: BHT e GP. 

. Aplica§ao: eficiente em gordura animal e de pouca eficiencia em 
oleos vegetais. 

- Solubilidade (% p/v): 

Agua = zero; 

Gordura animal = 30,0 a 40,0; e 
Oleo vegetal = 40,0. 
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Comercialmente, o BHA e uma mistura de dois isomeros, 2-BHA e 
3-BHA, contendo 90% do 3-isomero. E altamente soluvel em oleos e 
gorduras e insoluvel em agua. E vaporizado em temperatura de frituras; 
entretanto, o residuo de BHA ainda confere protegao consideravel ao 
produto final (propriedade carry-through) em produtos fritos e assados, 
como biscoitos, batata frita, amendoim torrado etc. Em alimentos com 
baixo teor de gordura, como produtos a base de cereais, pure de batata e 
misturas para bolos, o BHA e muito utilizado. 

A volatilidade do BHA e do BHT e uma propriedade vantajosa em 
alimentos que contem baixo teor de gordura. A adigao de pequenas 
quantidades do BHA ou BHT ao produto antes do cozimento ou secagem 
provoca a dispersao pcla volatilizagao ou destilagao, resultando na 
protegao do produto durante o processamento e armazenamento. Tais 
produtos podem tambem ser estabilizados pela adigao de elevadas 
concentragoes do antioxidante na parede interna das embalagens. O 
antioxidante entra em contato com a porgao gordurosa do produto mais 
eficientemente por volatilizagao. 

Utilizaqao 

O BHA e muito utilizado em diversos produtos, como oleos, gorduras. 
alimentos contendo gordura, e em embalagens. O efeito antioxidante de 
3-isomero e maior que o 2-isomero. O BHA funciona sinergisticamente com 
galatos, tocoferois, BHT, TBHQ e acido citrico. A Tabela 2.2 apresenta cs 
nfveis utilizados na pratica em produtos alimenticios. 

Tabela 2.2 - Nfveis de BHA utilizados em produtos alimentfcios a 


Produto 

Nivel (%) 

Gordura animal 

0,001-0,01 

Oleos vcgetais 

0,002 - 0,02 

Produtos de confeitaria 

0,01 - 0.04 

Ccreais 

0,005 - 0,02 

Pure de batata desidratada 

0,001 

Oleos essenciais 

o 

o 

p 

Chocolate 

>0,1 

Embalagens 

0,02-0,1 


“Combinasdes com BHT, galatos e acido citrico sao freqlientemente utilizadas. 
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Butil hidroxitolueno (BHT) 

- Limite maximo permitido: 100 ppm. 

-Estabilidade termica: razoavel, com odor desagradavel a 
temperatura elcvada. 

- Sinergismo: BHA. 

- Aplica^ao: eficiente em gordura animal e de pouca eficiencia em 
oleos vegetais. 

- Solubilidade (% p/v): 

Agua = zero; 

Gordura animal = 20,0 a 30,0; e 
Oleo vegetal = 20,0 a 30,0. 

O BHT e muito utilizado e possui propriedades similares as do 
LA. Entretanto, ele nao e tao efetivo como o BHA, em razao da 
nga de dois grupos butil, os quais conferem maior impedimento 
co que o BHA, alem de ser vaporizado mais facilmente durante 
imento; portanto, o BHT possui efeito protetor menor que o BHA 
riedade carry-through, habilidadc de um antioxidante de sobreviver 
k processos tecnologicos, principalmentc aquecimento, e transferir a 
de estabilizante para o produto final). 


zagao 

Pelo seu comportamento parecido com o do BHA, em relagao as 
propriedades antioxidantes, o BHT e utilizado de forma similar, 
etanto, ele e menos efetivo que o BHA, alem de possuir efeito carry- 
ugh menor. Funciona sinergisticamente com BHA (Figura 2.3), 
T3HQ e acido cftrico e nao apresenta efeito sinergfstico com o galato de 
)ila. 
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C(CH 3 ) 3 
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CH. 


C(CH 3 ) 3 


(ch 3 ) 3 c 



C(CH3) 3 


QUINONA 


BHT 


Figura 2.3 - Sinergismo entre o BHA e BHT. 

A Tabela 2.3 apresenta os niveis utilizados em produtos 
alimentfcios. Tal como o BHA, o BHT e pouco eficiente em oleos 
vegetais. Confere baixa prote?ao para os oleos e gorduras submetidos a 
frituras, mas contribui com o efeito carry-through dos produtos fritos. O 
BHT e mais efetivo que o BHA na estabilizagao de gorduras animais. 


Tabela 2.3 - Niveis de BHT utilizados em produtos alimentfcios 3 


Produto 

Nivel (%) 

Gordura animal 

0.001 - 0,01 

Oleos vegetais 

0,002 - 0,02 

Produtos assados 

0,01-0,04 

Cereais 

0,005 - 0,02 

Pure de batata desidratada 

0,001 

Oleos essenciais 

0,01-0,1 

Embalagem 

0,02- 0,1 

•Combinagoes com BHA, galatos e acido citrico sao freqiientemente utilizadas. 

Esteres do acido galico 

- Limite maximo permitido: 100 ppm. 


- Estabilidade termica: ruim (decompSe acima de 148 °C). 









- Sinergismo: BHA. 

- Aplicagao: eficiente em gordura animal e oleos vegetais. mas em 

presenga de ferro forma complexo de Colorado violeta. 

- Solubilidade (% p/v): 

Agua = 0,35; 

Gordura animal = 1,0; e 

Oleo vegetal = 1,0. 

Os galatos utilizados como antioxidantes para alimentos incluerr. cs 
ires do acido galico (acido 3,4,5,-triidroxibenzoico) propila , octila e 
\ecila (Figura 2.2). Dos tres, o galato de propila e o mais utilizado e 
:iente. E menos soluvel em oleo e gordura que o BHA e BHT e 
esenta significante solubilidade em agua. Os esteres dodecila e octiH 
mais soluveis em oleo e gordura que o galato de propila. 

Em geral, os galatos nao possuem significante efeito carry-through 
bilidade do antioxidante em resistir em temperatura elevada utilizada 
processamento). Dos tres galatos, o galato de propila e o mais sensfvel 
aquecimento e se degrada em temperatura de fritura. A estabilidaie a 
eratura melhora com o aumento do PM; octila e dodecila sao mais 
eis ao calor e apresentam melhores propriedades de carry-through 

O galato de propila tambem forma complexos de colora?ao \ioleta 
o ion ferro, resultando na descoloragao do produto. Portanto, e 
>re utilizado em combina 9 ao com complexantes, como o acido 
:o. Esta descolora^ao nao e problema quando se utilizam os galatos 
octila ou dodecila (insoluveis em agua). 

.taqao 

Os galatos sao antioxidantes extremamente efetivos, especialmente 
estabilizagao de oleos e gorduras anidra. As atividades antioxidantes 
i tres esteres sao identicas. Atuam sinergisticamente com BHA, 
xrferois e TBHQ. A Tabela 2.4 apresenta os niveis de galatos 
omimente utilizados em produtos alimcnticios. 
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Tabela 2.4 - Nfveis de galatos utilizados em varios produtos alimentfcios 3 

Produto 

Nfveis (%) 

Gordura animal 

0,001 - 0,01 galatos 

Oleos vegetais 

0,001 - 0,02 galatos 

Leite em po integral 

0,005 - 0,01 galato de dodecila 

Margarina 

0,001 - 0,01 galatos 

Produtos de confeitaria 

0,01 - 0,04 galato de dodecila 

Cereais 

0,003 galatos 

Balas 

0,01 galatos 


a Combina9oes com BHA, BHT e acido citrico sao freqiientemente utilizadas. 


Butil hidroquinona (TBHQ) 

- Limite maximo permitido: 100 ppm. 

- Estabilidade termica: boa. 

- Aplicagao: eficiente em oleos vegetais. 

- Solubilidade (% p/v): 

Agua = 1,0; 

Gordura animal = 5,0 a 10; e 

Oleo vegetal = 5,0. 

O TBHQ e muito efetivo na estabilizagao de oleos e gordura 
especialmente em oleos vegetais polinsaturados bruto e refinado. Os dc 
grupos hidroxila na posigao para sao os responsaveis pela ativida* 
antioxidante. E estavel em temperatura elevada e menos volatil que 
BHA e BHT, sendo considerado o melhor antioxidante de oleos pa 
frituras e do produto frito. E ligeiramente soluvel em agua e nao fom 
complexos coloridos com metais. 

Utilizagao 

A atividade do TBHQ e equivalente ou maior que a do BHA, B¥ 
ou GP. A sua caracteristica de solubilidade e similar a do BHA e supen 
a do BHT e GP. Nao possui efeito carry-through em produtos assadc 
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Tabela 2.5 - Conteudo aproximado de tocoferois em alguns produtos 
(mg/kg) 


Tocoferois 

Produto 

a 

p 

Y 

5 

Coco 

5-10 

- 

5 

5 

Algodao 

40 - 560 

- 

270-410 

. 

Milho (grao) 

60 - 260 

- 

400 - 900 

1 -50 

Milho (germe) 

300 - 430 

1 -20 

450 - 790 

5-60 

Oliva 

1 -240 

- 

- 

_ 

Dendc 

180-260 

- 

320 

70 

Amendoim 

80- 330 

- 

130-590 

10-20 

Soja 

30- 120 

0-20 

250 - 930 

50 - 450 

Girassol 

350 - 700 

20-40 

10-50 

1 - 10 

Gcrmc de trigo 

560- 1200 

660- 810 

260 

270 

Mantciga 

10-33 




Ovo 

5-11 




Leite 

0,2- 1,1 




Came (boi) 

6 




Frango 

4 




Porco 

5 




Banha 

12 





De modo geral, pouco beneficio se tem com a adigao de tocoferol 
em oleos vegetais com a finalidade de melhorar a^estabilidade, em razao 
das diferengas na composigao de acidos graxos dos variados tipos de 
oleos, requerendo, portanto, rn'veis diferenciados de tocoferois para se 
obter boa estabilizagao. Em condigoes de armazenamento de alimento, os 
tocoferois, como outros compostos fenolicos, inibem a oxidagao de oleos 
comestfveis, mas a sua agao e mais pronunciada em gordura animal, 
especialmente na presenga de sinergistas. 

Todos apresentam atividade antioxidante e de vilamina E; 
entretanto, possuem limitado efeito carry-through e sao menos 
efetivos que o BHA, BHT e galato de propila. A atividade 
antioxidante varia em fungao da temperatura e do grau do 
impedimento esterico. Em condigoes fisiologicas, ou seja, 37 "C, a 
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atividade antioxidante e da seguinte ordem: a > P > y > 5, similar a 
atividade biologica. Com temperatura elevada, entre 50 e 100 °C, a 
atividade antioxidante na ordem inversa e observada: 5>y>P>a. O 
a-tocoferol e o mais abundante dos tocoferois, e sua atividade 
biologica e duas vezes mais que o P e y e 100 vezes o 8. 




Utilizagao 

Os tocoferois sao os principals antioxidantes naturais em vegetais e 
gordura animal. Sao relativamente fracos antioxidantes quando 
comparados com os antioxidantes fenolicos sinteticos e possuem limitado 
efeito carry-through. Funcionam sinergisticamente com outros 
antioxidantes, como BHA, TBHQ, palmitato de ascorbila e acido 
ascorbico. Sao efetivos em combina^ao com outros antioxidantes ou 
sinergistas, como palmitato de ascorbila, acido ascorbico e acido citrico. 
Por exemplo, a vida de prateleira da banha pode ser duplicada pela adi^ao 
da mistura contendo a-tocoferol (0,001%), palmitato de ascorbila 
(0,00025%) e acido citrico (0,0005%). 




Como todos os antioxidantes fenolicos, os tocoferois exercem sua 
atividade antioxidante competindo com o trigliceridio peios radicais 
peroxil (eq. 2.2). O a-tocoferol radical formado e estavel em razao da 
deslocalizagao do eletron nao-pareado, portanto menos reativo que o 
radical peroxil. O a-tocoferol radical pode interagir com outro radical 
peroxil formando tocoferilquinona ou pode interagir com outro radical a- 
tocoferil para formar tocoferilquinona regenerando o tocoferol. A 
interagao do alfa-tocoferol com radicais livres oriundos da oxidagao de 
lipidios tern como conseqiiencia a formagao de quinona, e cada molecula 
de tocoferol consome dois radicais peroxil. 

O gamatocoferol e mais efetivo que o alfatocoferol em face da 
maior estabilidade dos radicais livres formados em contato com o lipidio 
oxidado, e os radicais livres formados do sigmatocoferol sao ainda mais 
estaveis. A atividade antioxidante e inversamente proporcional a meia- 
vida dos respectivos radicais livres; portanto, a ordem de atividade e a 
seguinte: alfa < beta < gama < sigma. Assim, durante o armazenamento 
de oleos vegetais comestfveis, o alfatocoferol se decompoe mais rapido 
que o gama e o sigmatocoferol. 
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eq. 2.2 



Em sistema biologico, o ascorbato recicla o a-tocoferol reduzindo o 
a-tocoferol radical. Em certas conduces, o tocoferol pode atuar como 
pro-oxidante em situagao em que a concentragao de lipidios excede muito 
a concentragao de tocoferol. A oxidagao progressiva acarreta a destruigao 
do tocoferol do meio causando acumulo de ROOH, estimulando a reagao 
de propagagao. 

Durante a refrigeragao de carnes pre-cozidas ocorrem a perda do 
aroma caracteristico e o aparecimento de flavor estranho (oxidado/ 
rangoso/azedo), comumente denominado warmed-over flavor - WOF 
(flavor requentado), no periodo de 1-3 dias. A oxidagao dos fosfolipidios 
da membrana e a degradagao de protemas e de compostos associados com 
o aroma da came “fresca” cozida sao os responsaveis pela formagao do 
sabor desagradavel. O aquecimento libera o ferro da mioglobina e de 
outras metaloproteinas que atuam como catalisadores, acelerando a 
reagao da oxidagao de fosfolipidios, transforma a mioglobina em 
molecula pro-oxidante, induz a decomposigao de peroxido e desnatura 
enzimas protetoras que atuam no controle da oxidagao. 
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A sensibilidade de produtos de came pre-cozida a oxidagao de 
lipfdios depende de diversos fatores. Diferenga entre os varios tipos de 
came pode ser explicada pela diferenga de concentragao de acido graxo 
rolinsaturado, ferro e alfatocoferol, dentre outros antioxidantes. As 
cames de peru e de frango oxidam rapidamente em razao da alta 
concentragao de acidos graxos polinsaturados. A carne escura e ainda 
mais sensi'vel em face do alto teor de fosfolipi'dios e ferro. A came de 
peru oxida mais rapidamente que a de frango, pois contem baixos nfveis 
de alfatocoferol. 

Varios antioxidantes (Tabela 2.6) efetivamente retardam o aumento 
dos mveis de substancias reativas com TBA (Capitulo 1), mantendo 
sensorialmente aceitavel o produto. 


Tabela 2.6 - Efeito da adigao de antioxidantes na estabilidade oxidativa 
da came cozida 


Antioxidante* 

Produto 

Armazenamento 

TBA** 

Alfatocoferol 




0,02% 

Came porco moida 

4 °C/7 dias 

0% 

0,02% 

Came boi mofda 

4 °C/2 dias 

+ 

0,02% 

Came peixe mofda 

4 °C/7 dias 

+ 

Sigmatocoferol 




0,05% 

Came boi mofda 

4 °C/6 dias 

90% 

Mistura de Tocoferdis 




0,02% 

LingU^a frango e porco 

4 °C/18 dias 

80% 

L-Ascorbatos 




0,02% 

Came peixe mofda 

4 °C/7 dias 

+ 

0,02% 

Came boi mofda 

4 °C/2 dias 

+ 

Outros Antioxidantes 




Acido fftico (0,05%) 

Peito frango 

4 °C/22 dias 

40% 

Flavonoides (0,02%) 

Carne peixe mofda 

4 °C/7 dias 

40-90% 

Polifenois (0,02%) 

Came peixe mofda 

4 °C/7 dias 

95% 

Especiarias 




Alecrim (0,04%) 

Came porco mofda 

4 °C/5 dias 

32% 

Alecrim (0,05%) 

Came porco mofda 

5 °C/10 dias 

20% 

Oleorres. de alecrim (0,02%) 

Ling, frango e porco 

4 °C/18 dias 

72% 

Cebola (1%) 

Came boi mofda 

6 °C/8 dias 

49% 

Mostarda mofda (0,5%-2%) 

Came porco mofda 

4 °C/21dias 

20-95% 


* = Concentrate) baseada no peso total. 

**' = O sfmbolo (+) significa que nao ocorreu inibito no aparecimento do flavor estranho, e a % 


indica a reduto do numero de TBA. 
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Caracteristica dos Antioxidantes Sinergfsticos 

Sao os removedores de oxigenio e agentes complexantes. 

Removedores de oxigenio 

Acido ascorbico 

Tanto o acido ascorbico como o ascorbato de sodio sao utilizados 
na remogao do oxigenio e como sinergistas em diversos produtos 
alimenticios. 

Utilizagao 

O acido ascorbico e utilizado como antioxidante em diversos 
produtos, como frutas e vegetais processados, came, peixe, derivados do 
leite, bebidas etc. A Tabela 2.7 apresenta os niveis comumente utilizados. 
O acido ascorbico, como antioxidante em alimentos, funciona de diversas 
maneiras: na remogao do oxigenio, prevenindo, portanto, a oxidagao de 
constituintes sensfveis do alimento, e na regeneragao de antioxidantes, 
alem de atuar sinergisticamente com os agentes complexantes e, ou, na 
redugao de produtos indesejaveis da oxidagao. Em tais situagoes, o acido 
ascorbico e oxidado para deidroacido ascorbico. 

O acido ascorbico funciona sinergisticamente com os antioxidantes 
fenolicos sinteticos, como BHA, GP e tocoferois, retardando a oxidagao 
de oleos, gorduras, manteiga e margarina. Na ausencia de antioxidantes 
fenolicos e na presenga de cobre, o acido ascorbico atua como pro- 
oxidante em banha, manteiga e creme congelado, por meio da formagao 
do complexo cobre-acido ascorbico. Por exemplo, a adigao de 200-250 
mg de acido ascorbico e 100 mg de citrato de sodio por litro de leite antes 
da secagem protege lipfdios, flavor e vitaminas A e D durante o 
armazenamento. 
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Tabela 2.7 - Niveis de acido ascorbico utilizados em produtos alimenticios 

Produto 

Nivel (%) 

Suco de frutas 

0,005 - 0,02 

Refrigerantes 

0,005 - 0,03 

Oleo essencial 

0,01 

Vinho 

0,005 - 0,015 

Cerveja 

0,002 - 0,006 

Frutas congeladas 

0,03 - 0,045 

Frutas enlatadas 

0,025 - 0,04 

Vegetais enlatados 

0,1 

Came curada 

0,02 - 0,05 

Leite em po 

0,02 - 0,2 


Palmitato de ascorbila 

O acido ascorbico e seus sais sao virtualmente insoluveis em oleos 
e gorduras, nao sendo, conseqiientemente, utilizados como antioxidantes 
nesse meio. Por serem soluveis em agua, eles sao utilizados como 
antioxidantes em produtos como cerveja, refrigerantes e sucos. 

O palmitato de ascorbila (Figura 2.5) e sintetizado a partir do acido 
ascorbico e do acido palmitico, mas a sua solubilidade em oleos e muito 
pequena em compara^ao com os outros tipos de antioxidantes. Para se 
obter boa dissolu?ao, e necessario o uso de temperaturas altas e de 
agentes solubilizantes, como monogliceridios. O seu efeito antioxidante 
se verifica pela capacidade seqtiestrante; raramente e utilizado de forma 
isolada, mas, em geral, em formula?ao contendo tocoferois. E eficaz 
removedor de oxigenio e sinergista. E mais soluvel em oleos que o acido 
ascorbico; entretanto, sua solubilidade e baixa, comparada com a de 
outros antioxidantes. 
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i-°-1 ? ? 

o —c — c= c—c-c— c-ooc — (Ch 2 ) 14 - ch 3 

OH OH H OH H 


Solubilidade (% p/v) 

Agua: 0,2 
Etanol: 22 

6leo vegetal: 0,03 - 0,1 

Figura 2.5- Estrutura do palmitato de ascorbila. 

Utilizagao 

O palmitato de ascorbila funciona sinergisticamente com outros 
antioxidantes, especialmente com tocoferois. A Tabela 2.8 apresenta os 
niveis comumente utilizados em produtos alimenticios. Ele e muito 
efetivo em mistura sinergistica com tocoferois, acido citrico, galato de 
octila na prote^ao de gordura animal, oleos vegetais, carotenoide, oleo 
essencial e produtos de confeitaria. O palmitato de ascorbila e muito 
eficiente tanto na prote 9 ao de oleos e gorduras submetidos a longos 
processos de frituras quanto na estabilidade do produto final. 

Tabela 2.8 - Niveis de palmitato de ascorbila utilizados em produtos 
alimenticios 


Produto 

Nivel (%) 

Gordura animal 

0,01 

- 0,02 

Oleos vegetais 

0,01 

-0,02 

Manteiga 

0,001 

- 0,02 

Leite em po integral 

0,01 

-0,05 


Acido eritorbico 

O acido eritorbico (eq. 2.3) e o sal de sodio sao fortes agentes 
redutores e atuam na redu^ao do oxigenio molecular. O acido eritorbico e 
o isomero D do acido ascorbico, portanto nao apresenta atividade 
biologica e nao ocorre naturalmente em alimentos. 
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eq. 2.3 



OH OH 


A combinagao do acido eritorbico com acido cltrico tem sido 
uiilizada em substituigao ao sulfito no controle da rancidez e 
descoloragao em peixes congelados, salada de vegetais e frutas 
congeladas. A Tabela 2.9 apresenta os rn'veis comumente utilizados em 
produtos alimenti'cios. Em comparagao com a do acido ascorbico, a 
atividade antioxidante do acido eritorbico e menor, particularmente em 
condicoes envolvendo aquecimento. Oxida mais rapidamente que o acido 
ascorbico no alimento. 

Tabela 2.9 - Ni'veis do acido eritorbico utilizados em produtos 


alimenti'cios 


Nivel (%) 


Produto 


0,005 - 0,02 
0,002 -0,006 
0,03 - 0,045 
0,025 - 0,04 
0,02 - 0,05 


Suco de frutas 
Cerveja 

Frutas congeladas 
Frutas enlatadas 
Carne curada 


Agentes complexantes 

Traces de metais ocorrem naturalmente em todos os alimentos e em 
quantidades variaveis na agua. Os agentes complexantes, tambem 
denominados seqiiestrantes, possuem habilidade de se ligarem a estes 
metais formando estrutura estavel. Certos problemas, particularmente 
como a descolora^ao e sabor estranho em alimentos, em razao da 
presen?a de ions em quantidades tragos, podem ser eliminados pela 
adi<jao do complexante. 
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Os antioxidantes funcionam melhor na presenga de sequestrantes 
ou agentes complexantes, os quais inativam os ions metalicos iniciadores 
dos estadios iniciais da oxidagao. Atuam na complexagao dos metais 
formando estrutura de anel em volta do ion metalico. O sitio reativo do 
ion e entao bloqueado. portanto nao participa da reagao. Os complexantes 
mais comuns utilizados em alimentos sao: acido etileno diamino tetra- 
acetico (EDTA) e sens sais de calcio e sodio, lecitina, acido citrico e 
citrato , acido fosforico e fosfatos e, acido tartarico. 

Acido fosforico e fosfatos 

O acido fosforico e seus derivados sao muito utilizados na industria 
de alimentos (Tabela 2.10) como agentes complexantes, antimicrobianos 
e estabilizadores de emulsao. Por conveniencia, sao classificados em 
ortofosfatos e fosfatos condensados, constitufdos de polifosfatos e 
metafosfatos. O acido fosforico funciona tambem como sinergista com os 
antioxidantes primarios em oleos vegetais. Os fosfatos utilizados como 
complexantes incluem ortofosfatos de sodio e potassio (Na,HP0 4 / 
NaH 2 P0 4 / K 2 HP0 4 / KHP0 4 ), pirofosfatos (Na 4 P 2 0 7 / Na 2 P 2 H 2 0 7 ), 
tripolifosfato de sodio (Na 5 P 3 O I0 ) e sodio polifosfatos (NaP0 3 ) n=4 _ 15 , dos 
quais os pirofosfatos e tripolifosfatos sao os mais efetivos. Os fosfatos 
formam complexos estaveis soluveis com ions metalicos como cobre, 
ferro e niquel. 

Utilizagdo 

Os fosfatos sao muito efetivos como agentes complexantes e 
utilizados na preserva^ao de frutas e vegetais, derivados do leite, 
derivados de came e peixes. Atuam como sinergistas com BHA, BHT e 
GP na estabiliza^ao de oleos e gorduras. 

A combina^ao de polifosfato de sodio com o acido ascorbico ou cx- 
tocoferol e efetiva na estabiliza^ao do flavor em creme de leite 
esterilizado; os fosfatos sao eficientes no controle da oxidagao da 
manteiga; e o hexametafosfato de sodio e eficiente na inibigao da 
descoloragao oriunda da reagao de Maillard em leite condensado 
agucarado. 
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Tabela 2.10 - Fosfatos utilizados em alimentos 

[ Some quimico 

Formula 

pH (1% solu9ao) 

I Onofosfatos 

- Acido fosforico 

h 3 po 4 

1,6 

- Monofosfato de sddio 
monob£sico 

NaH 2 P0 4 

4,6 

- Monofosfato de sddio dib&sico 

Na 2 HP0 4 

9,0 

- Bifosfato de calcio monobdsico 

Ca(H 2 P0 4 ) 2 

4,6 

- Fosfato de calcio dibasico 

CaHP0 4 .H 2 0 

7,5 

- Fosfato de c&lcio tribdsico 

Ca 10 (OH) 2 (PO4) 6 

7,3 

- Fosfato de amonio monobdsico 

nh 4 h 2 po 4 

4,6 

- Fosfato de amonio dib&sico 

(NH 4 ) 2 HP0 4 

8,0 

- Fosfato de potassio monobasico 

kh 2 po 4 

4,6 

- Fosfato de potassio tribasico 

k 3 po 4 

11,5 

- Fosfato de alumfnio e sodio 

Na3Al 2 Hi5(P0 4 )g 

3,4 

Polifosfatos 

- Pirofosfato de sodio 

Na 2 H 2 P 2 07 

4,5 

- Tripolifosfato de sodio 

Na 5 p 3°10 

9,8 

- Hexametafosfato de sodio 

Mistura de cadeias 
de varios comprimentos 

6,9 


A utilizagao do pirofosfato de sodio tribasico aumenta a vida util de 
vegetais desidratados, quando imerso em solugao antes do branquea- 
mento e da secagem. Os polifosfatos sao eficazes na preservagao da cor 
vermelha natural de tomate, ketchup e sucos. O pirofosfato acido de sodio 
controla o escurecimento em batata apos o cozimento; em maga fatiada, 
os fosfatos controlam o escurecimento, alem de preservar sua textura e 
flavor. 

Na industria de came, o fosfato e muito utilizado na retengao da cor 
e no controle do desenvolvimento de sabor estranho. Em pH na faixa de 
6,5-6,8, ele retarda a oxidagao da oximioglobina para a forma castanha 
metmioglobina; e preserva a cor e o flavor de produtos a base de peixe e 
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frango in natura cozido ou refrigerado. Em combinagao com o acido 
ascorbico, e cficaz no controle da rancidez oxidativa em came pre-cozida. 

Os fosfatos tambem sao utilizados no processamento de queijo. 
Eles auxiliam na estabiliza^ao da emulsao manteiga-protema-agua e 
atuam sequestrando os ions de calcio da para-k-caseina , ocasionando 
novo rearranjo e consequente exposigao de grupos polar e apolar da 
protema do leite. Alem do efeito seqiiestrante, os anions participam de 
liga?6es ionicas entre as moleculas de protema, estabilizando a matriz e 
retendo as gorduras, resultando no produto com textura uniforme 
desejavel. Os fosfatos utilizados para este proposito sao os ortofosfatos de 
sodio e os polifosfatos (hexametafosfatos de sodio e pirofosfato de 
sodio). 

Acido etilenodiamina tetracetico (EDTA) 

O acido etilenodiamina tetracetico (Figura 2.6) e seus sais de sodio 
(Na.EDTA) e calcio (CaNa.EDTA) sao muito utilizados como agentes 
complexantes na industria de alimentos. Forma complexos estaveis com 
varios ions metalicos di ou polivalentes, e sua eficiencia maxima ocone 
em valores de pH elevado, em que os grupos carboxila se encontram 
dissociados. 
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Figura 2.6 - Representa^ao esquematica da formatjao do complexo Me- 


EDTA. 


Utilizagao 

Diversos fatores afetam a complexa^ao, incluindo o pH, 
temperatura e a presen<ja de outros ions. Do ponto de vista pratico, o pH e 
o parametro mais importante a ser considerado. Os ions metalicos 
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ferentes mais comuns em alimentos sao o cobre e ferro, que se 
plexam eficientemente em pH na faixa de 2 a 12 com ambas as 
as de EDTA. 

O pH do alimento e importante na formagao do complexo com o 
■EDTA. Com a elevagao do pH, aumenta a dissociagao do EDTA. A 
I ccmplexagao do calcio, por exemplo, e maior em pH acima de 8,5; 
de 3,0 nao ocorre a formagao do complexo, ao passo que com o 
co a complexagao ocorre acima de 6,0. Funciona sinergisticamente 
n o BHA, BHT, GP e acido ascorbico na estabilizagao de oleos e 
gTfduras. A adigao do EDTA antes do branqueamento previne a 
icscoloragao e o aparecimento de off-flavor em vegetais enlatados e 
songelados. A combinagao do EDTA com acido ascorbico e nitrito de 
sodio acelera o processo de cura. 


Acido citrico 

O acido citrico e um constituinte de ocorrencia natural em plantas, 
rorganismos e animais. E utilizado como sinergista para os 
ioxidantes primarios e removedores de oxigenio em niveis de 0,1-0,3%. 

ch 2 -cooh 
ho-c-cooh 

Q1 2 -C00H 
ic. citrico 


Utilizagao 

E muito utilizado como acidificante e complexante na industria de 
alimentos, e a maioria das formulagdes comerciais de antioxidante 
(Tabela 2.11) contem acido citrico. Embora seu poder seqiiestrante seja 
menor que o do EDTA, e efetivo em retardar a degrada$ao oxidativa de 
lipidios em alimentos e e comumente adicionado em oleos vegetais apos 
a desodorizagao. Complexa com ions metalicos em oleos e gorduras em 
niveis de 0,005 - 0,2 %. Em frutas congeladas, o acido citrico protege o 
acido ascorbico da oxida^ao catalisada por metais; em combina^ao com o 
acido ascorbico, ele previne a descoloragao de frutas e vegetais enlatados. 
Entretanto, nao e tao eficiente como o EDTA e os pirofosfatos. Em 
mistura com o acido eritorbico, pode ser utilizado em substitui^ao ao 
sulfito no controle do escurecimento em banana, maga, peixes congelados 
e vegetais. 
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Tabela 2.11 - Algumas formulagoes comerciais de antioxidantes 


Eastman Tenox 2 

- 20% BHA + 6% GP + 70% Propileno glicol + 4% 
Acido citrico 

Eastman Tenox 4 

- 20% BHA + 20% BHT + 60% 6lco vegetal 

Eastman Tenox 6 

- 10% BHA + 10% BHT + 6% GP + 12% Propileno 
glicol + 6% Acido citrico + 28% Oleo vegetal + 20% 
Glicerol monoleato + 8% Monoleato de sorbitana 

Eastman Tenox 7 

- 28% BHA + 12% GP + 34% Propileno glicol + 6% , 
Acido citrico +20% Monoleato de glicerol 

Eastman Tenox 20 

- 20% TBHQ + 70% Propileno glicol + 10% Acido 
citrico 

Eastman Tenox 22 

- 20% BHA + 6% TBHQ + 70% Propileno glicol + 4% J 
Acido citrico 

Eastman Tenox 26 

- 10% BHA +10% BHT + 6% TBHQ + 12% Propileno 
glicol + 6% Acido citrico + 28% Oleo vegetal + 28% 
Monoleato de glicerol 

Eastman Tenox S-l 

- 20% GP + 70% Propileno glicol + 10% Acido citrico 

Sustane 3F 

- 66,7% BHA + 20% GP + 13,3% Acido citrico 


Incorporagao de Antioxidantes em Alimentos 

Devido a diferengas em suas estruturas moleculares, os varios 
antioxidantes possuem substancial diferenga em sua eficiencia quando 
utilizados em variados tipos de oleos ou alimentos e diferentes condigoes 
de processamento e manuseio. Alem da potencia do antioxidante em 
determinada aplicagao, outros fatores devem ser levados em consideragao. 
como facilidade de sua incorporagao, caracteristica cany-through. 
sensibilidade ao pH e tendencia a provocar descoloragao no produto ou de 
produzir off-flavor. Alem do mencionado, o problema em selecionar o 
melhor antioxidante ou combinagao e adicionalmente complicado pela 
dificuldade na predigao de como o antioxidante funcionara na presenga de 
pro-oxidante e de outros antioxidantes presentes no alimento ou formados 
durante o processamento. Formulagoes contendo diferentes combinagoes 
de antioxidantes e sinergistas encontram-se dispomveis no mercado 
(Tabela 2.11). 
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Gordura animal. A grande maioria das gorduras de origem animal 
desodorizada para a remogao de compostos volateis e de acidos livres. 
Is antioxidantes fenolicos sao volateis nas condigoes de desodorizagao, 
ortanto a sua adigao deve ocorrer durante a etapa de resfriamento. 

Para a banha de porco, se comercializada no seu estado natural, ou 
:ja, nao-desodorizada, recomenda-se a adigao da solugao do 
jntioxidante a gordura aquecida (± 60 °C), com agitagao. 

Oleos vegetais: Todos os oleos vegetais sao desodorizados, e a 
iiigao da formulagao contendo o antioxidante deve ocorrer durante o 
resfriamento. Quando se utiliza o oleo vegetal em frituras, e importante 
levar em consideragao o aspecto da volatilizagao e decomposigao do 
antioxidante a temperatura elevada. Por exemplo, durante a fritura da 
batata ocorre, alem da absorgao elevada da gordura pelo produto, a 
volatilizagao do antioxidante. Conseqiientemente, devem-se compensar 
essas perdas, adicionando mais oleo em intervalos de tempo. 

No caso do azeite de oliva, o teor de compostos fenolicos 
naturalmente presentes e elevado. O tipo extravirgem, e obtido da 
primeira prensagem a frio sem adicional refinamento, possui elevada 
concentragao de compostos fenolicos (~ 200 mg/kg); ja o oleo refmado 
iacidez elevada) contem ~ 60 mg/kg. O principal componente fenolico e 
o hidroxitirosol (-14,0 mg/kg) e, para o refmado (-1,6 mg/kg), 
conferindo estabilidade ao produto (eq. 2.4). 


eq. 2.4 


ROOH 


ROOH 



Hidroxitirosol 


Os compostos fenolicos atuam como antioxidantes de varias 
formas. Podem complexar com metais prevenindo a forma^ao de radicais 
hidroxil, entretanto a atividade mais importante esta relacionada com a 
remo?ao de radicais livres. As propriedades antioxidantes dos O-difenois 
estao associadas com a formagao de pontes de hidrogenio intramolecular 
entre o grupo hidroxila e o radical fenoxil. O numero de hidroxilas e sua 
respectiva posigao no anel sao importantes. Substituigoes na posigao 
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orto- e para- sao mais estaveis que na posi^ao meta-. Em particular, orto- 
difenois (hidroxitirosol) possuem elevada atividade antioxidante, 
enquanto simples hidroxila (tirosol) nao confere nenhuma atividade. 


Cereals e produtos desidratados : A incorporate) de antioxidantes 
nesses produtos e mais complicada, em razao da dificuldade de contato 
do antioxidante com a fase gordurosa. No caso de cereais, o antioxidante 
e incorporado, em nfveis elevados, na parte interna da embalagem. Coma 
volatilizagao do antioxidante a temperatura ambiente, ocorre difusao 
gradual para o produto. Outra forma menos satisfatoria, em razao 
dificuldade de se obter uma distribute* uniforme, e a aplicato 
antioxidante diretamente no produto, na forma de spray. 

Peixe : O principal problema de instabilidade e de < 
microbiologica e nao-oxidativa. Alem da dificuldade de penetra^ao 
antioxidante, o oleo de peixe e altamente insaturado e de dificil controle ( 
auto-oxida^ao. 

Came : Carnes fatiadas, picadas, mofdas e trituradas podem 
estabilizadas pela adi<jao de antioxidante (geralmente BHA + acid 
citrico); dispersado na superficie e com a migragao para a fase gordur 
oferece adequada prote 9 ao. 

Antioxidantes: Detecgao e Quantificagao 

A - Extragao de Antioxidantes 
Reagentes 

- Etanol 80% e eter de petroleo. 


Procedimento 


- Pesar 7,5 g de oleo/gordura em bequer de 50 ml. 

- Adicionar 15,0 ml de eter de petroleo. 

- Transferir a amostra, apos sua dispersao, para o fund de sep 
(100,0 ml); lavar o bequer com eter de petroleo (10,0 
transferir este eter para o funil de separaqao. 

- Adicionar 15,0 ml de etanol 80% no funil de separa^ao. 
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- Fechar e agitar o funil por 3 minutos; deixar em repouso ate a 
separagao das fases. 

- Remover a fase etanolica para frasco volumetrico de 100,0 ml 
(filtrar, para remogao de globulos de gordura). 

- Repetir a extragao com etanol 80% (3 vezes), sempre filtrando no 
frasco volumetrico. 


- Descartar a fase contendo eter. 

- Lavar o filtro de papel com etanol 80% e ajustar o volume final 
com ETOH 80%. 

B - Cromatografia de Camada Fina — Qualitativa 


- Concentrar a amostra e aplicar 10,0 pi na silica-gel. 

- Promover a separagao, usando-se a seguinte fase movel: eter de 
petroleo : benzeno : acetato de etila : acido acetico (40:40:25:4). 

-Preparar e aplicar, simultaneamente, os padroes e identificar os 
antioxidantes presentes na amostra apos a revelagao, utilizando-se 
vapores de iodo ou 1,0% de FeCl 3 (p/v) e 1,0% de K^FeCCN^ (p/v); 
apos o preparo, misturar as duas solugoes ou 2,0% de FeCl 3 (p/v). 

C - Metodo espectrofotometrico : baseia-se na formagao do 
complexo de cor azul (620 nm), resultante da reagao do BHA com o 
reagente de Gibbs (eq. 2.5). 


eq. 2.5 



X= 620 nm 
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Reagentes 

A - Soluqdo-Padrao de BHA 

- Dissolver 0,1 g de BHA em 100 ml de etanol 100%; esta solu^ao 
contem 1.000,0 pg BHA/ml. 

- Preparar uma solu^ao intermediaria, diluindo 5,0 ml da soluqao- 
estoque anterior para 50,0 ml com etanol 100%; esta solu$ao 
contem 100.0 pg BHA/ml. 

- Preparar solu^oes-padrao, diluindo 5,0 ml da solu^ao intermediaria 
em frasco de 50,0 ml; utilizar os seguintes solventes: 

. etanol 100%: 3,0 ml; 

. agua destilada: 2,0 ml; e 

. etanol 80%: 40.0 ml. 

Obs.: Esta solu^ao contem 10,0 pg de BHA/ml, estavel por uma semana 
em refrigerador. 

Procediinento 

B - Analise Oualitaliva do BHA 

- Colocar 5,0 ml do extrato preparado, como descrito anteriormente, 
em bequer de 50,0 ml. 

- Adicionar 2,0 ml do tampao tetraborato de sodio pH 9,4 (2,0 g de 
Na,B 4 O 7 .10H 2 O em 100,0 ml de agua). 

-Adicionar 1,0 ml do reagente 2,6-D (100 ml de ETOH 100% + 
0,01 g de dicloroquinona-cloroimida) e deixar em repouso/15 min. 

Aparecimento de coloraqdo azul indica presenqa de BHA. 

C - Analise Quantitative do BHA 
Preparar seis tubos, como esquematizado a seguir: 
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Tubo 

Padrao 
(10 |ig/ml) 

ETOH 80% 
(ml) 

Tampao 

(ml) 

2,6-D 

(ml) 

pg/tubo %T A 

1 

10 ml 

0 

2 

2 

100 

2 

5 ml 

5 

2 

2 

50 

3 

3 ml 

7 

2 

2 

30 

4 

1 ml 

9 

2 

2 

10 

5 

Amostra (10 ml) 

- 

2 



6 

Amostra (5 ml) 

5 

2 



Amostra: 7,50 g de oleo. 


- Deixar em repouso durante 15 minutos. 

-Medir a absorvancia a 620 nm (cubetas de 1,0 cm), utilizando 
etanol 80% como referenda. 

Obs.: Se os tubos que contem o extrato estiverem opacos, adicionar 5,0 
ml de n-butanol e agitar. 

D - Avaliagao da Eficiencia do Antioxidante 
Reagentes 

- Betacaroteno e acido linoleico 

- Etanol e cloroformio 

- Agar e Tween 40 

a) Tecnica da difusao em placas (visual) 

As placas utilizadas para detectar a atividade antioxidante sao 
preparadas da seguinte maneira: 

- Adicionar, a solugao de agar (1,5%) aquecido e resfriado a 50 °C, 
2,0 ml de solugao de acido linoleico (2 gotas em etanol) e 10 ml 
de uma solugao de betacaroteno (0,5 mg/ml acetona) dissolvido 
por refluxo. 

- Colocar o agar em placas de Petri e deixar solidificar. 

- Perfurar o agar solidificado com furador de cortiga de capacidade 
de 0,2 ml. 

- Acrescentar o antioxidante (ou antioxidantes) a ser testado e 
incubar as placas a 45 °C ate que a cor de fundo tenha clareado. 
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b) Determinagao espectrofotometrica (quantitative)) 

- Preparar uma solugao contendo 1,5 mg de betacaroteno em 10 ml 
de cloroformio. 

- Retirar 0,1 ml dessa solugao e diluir em 5,0 ml com cloroformio. 

- Fazer leitura a 470 nm; leitura entre 0,65 e 0,70 indica 
concentragao adequada de betacaroteno. 

- Retirar 1,0 ml dessa solugao e colocar em frasco de aquecimento 
contendo tres gotas de acido linoleico e seis gotas de Tween 40. 

- Evaporar o cloroformio em evaporador rotativo a 50 °C e acrescentar 
50 ml de agua destilada previamente oxigenada (borbulhar oxigenio); 
os primeiros 10 ml de agua devem ser adicionados gota a gota, com 
agitagao vigorosa, para se obter uma emulsao bem clara. 

- Preparar o branco contendo tres gotas de acido linoleico, seis gotas 
de Tween 40 e 50 ml de agua destilada oxigenada. 

- Retirar 5,0 ml da emulsao e passar para o tubo espectrofo- 
tometrico, adicionar 0,1 ml da solugao do antioxidante a ser testado 
e fazer leitura imediatamente a 470 nm. 

- Incubar os varios tubos contendo o antioxidante em banho-maria 
regulado a 50 °C e fazer leitura a cada 30 minutos ate o 
desaparecimento da coloragao no tubo-controle. 

- Calcular o indice do antioxidante (% da atividade), conforme a 
equagao a seguir: 

As - Ac 

I.A. =-x 100, sendo 

Ao - Ac 

As = absorvancia da amostra ao final do teste; 

Ac = absorvancia do controle ao final do teste; e 
Ao = absorvancia inicial do controle. 

Exercicios 

1) Certo/errado y explicar. Antioxidantes como BHA e BHT 
utilizados em produtos processados destroem quantidades substanciais de 
vitaminas, mas sao necessarios para preservar o oleo/gordura. 




CA Pn U LO 

in 


03 


NSEQUENCIAS BlOLOGICAS DA OXIDAQAO 
DE LlPIDIOS 

trodugao 

A ingestao de oleos/gorduras termicamente alterados representa 
ne de substancias potencialmente toxicas na dieta, e algumas destas 

> mostradas na Figura 3.1. Tres classes distintas de substancias de 
irrencia em oleos e gorduras oxidados possuem efeito toxico, as quais 

> representadas pelos acidos graxos peroxidados e por seus produtos de 
romposigao, polimeros e esterois oxidados formados em condigoes de 
jcessamento e armazenamento. 

As gorduras saturadas sao mais estaveis, mas significantes produtos 
origem termolftica e oxidativa podem ser formados. As insaturadas se 
—adam rapidamente, e as hidrogenadas, em velocidade menor; o 
terol e tambem oxidado de forma semelhante para diversos 
ados oxigenados. Portanto, uma mistura complexa de compostos 
tcialmente toxicos pode ser formada a partir dos diversos tipos de 
/gorduras submetidos ao aquecimento, estando envolvidos no 
cimento de certas doengas, como as cardiovasculares, o cancer e o 
ihecimento precoce. 

Os produtos oriundos da oxidagao de lipfdios (peroxidos e os 
atos de sua degradagao) podem ser absorvidos pelo organismo 
do) e, ate mesmo na ausencia de absorgao, representam riscos para a 
>sa intestinal. Os peroxidos afetam a atividade de diversas enzimas, 
im as proteinas de baixa densidade (LDL) que estao envolvidas no 
ivolvimento de lesoes arterioscleroticas e interagem com o DNA, 
lonando como promotores da carcinogenese. Acredita-se que a 
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oxida?ao das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) seja a principal 
causa de doengas cardiovasculares, e a decomposigao de peroxidos 
formados pela agao da lipoxigenase pode ser o mecanismo inicial da 
oxidagao do LDL. 
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13-hidroperoxido-lO-trans, 12-trans-acido octadienoico (13-ROOH acido linoleico) 


/OOH 
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9-hidroperoxido-10-trans, 12-cis-acido octadienoico (9-ROOH acido linoleico) 


Figura 3.1 - Produtos da oxidagao de lipldios. 
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A peroxida^ao de acidos graxos polinsaturados in vivo leva a 
o de malonaldeido, que pode provocar liga^oes cruzadas nas 
:einas de baixa densidade, causando acumulo de colesterol no 
sangUmeo. Os acidos graxos peroxidados inibem a produ?ao de 
iclina PG ] produzida pelo endotelio vascular, conhecida como 
:e inibidor da agrega?ao de placas no vaso sangumeo. 

Na celula, a oxidagao de lipidios ocorre principalmente nas 
as, devido ao elevado teor de acidos graxos polinsaturados, com 
t pinicipa?ao de radicais livres de forma semelhante a descrita no 
o 1. Um sistema de defesa antioxidante complexo oferece 
o as celulas, e sua eficiencia depende do consumo adequado de 
ntos. 


Formagao de Radicais Livres no Organismo 

Os radicais livres sao definidos como “moleculas que possuem 
is nao-pareados em seu orbital externo”. Sao geralmente instaveis e 
fo reativos. Os eletrons tendem a ocoiTer em pares e em rota^ao 
alela, situa^ao esta energeticamente favoravel; portanto, quase 
as liga^oes qufmicas tendem a ter dois eletrons. O eletron nao- 
lo e aquele que se encontra solitario no orbital atomico ou 
cular. A maioria das moleculas encontradas nos organismos vivos 
\ e radical. 

Os radicais livres sao formados por perda ou ganho de um eletron a 
Y~r r de uma especie nao-radical. Os dois eletrons da liga?ao podem ser 
^r“.pidos de duas formas: simetricamente, pela cisao homolitica da 
i gssao covalente (R - H R* + H’), e assimetricamente, pela cisao 
mgeerolitica da ligagao covalente; neste caso , apenas um atomo recebe os 
tdbis eletrons (R - H —» R.“ + H + ). Somente as especies quimicas 
irrmadas pelo processo homolitico sao denominadas radicais livres, em 
sizao da presen?a de eletrons nao-pareados. 


Os eletrons sao mais estaveis quando presentes na forma pareada, 
c ei orbitais; os radicais sao mais reativos que os nao-radicais, porem sua 
•aiividade depende da especie quimica. Os radicais livres podem reagir 
pom outras moleculas de diferentes modos: interagindo entre si, 
wmmando ligagoes covalentes A + A —> A - A; doando o eletron nao- 
jmreado para outra molecula (radical reduzido); aceitando o eletron de 
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outra molecula para formar o par (radical oxidado); ou sendo 
adicionado a outras especies nao-radicais. Entretanto, se o radical doa, 
recebe ou libera o eletron para o nao-radical, esta especie torna-se um 
radical livre. Portanto, as reagoes envolvendo os radicais livres 
acontecem em cadeia. 


Em sistemas biologicos, os radicais livres podem ser formados pela 
agao da irradiagao ionizante e luz ultravioleta e por rea^oes catalisadas 
pelos metais (ferro e cobre) ou por enzimas (homolise da ligagao 
quimica). O corpo humano tambem produz radicais livres durante o seu 
metabolismo normal, como subprodutos da respiragao e da sintese de 
estruturas mais complexas. Sao requeridos para diversos processos 
bioquimicos normais, como na sinalizagao e no controle do crescimento 
celular, no ataque de patogenos invasores, na sintese enzimatica de 
moleculas bioativas pelas ciclooxigenases, lipoxigenases e pelo* 
nucleotideo redutase (formagao de deoxirribonucleotideos a partir de 
ribonucleotidios), na detoxificagao de substancias estranhas, como certos 
aditivos quimicos , e de substancias toxicas naturalmente presentes non 
alimentos e na oxidagao do etanol etc. 

As especies reativas oriundas do oxigenio ; 0 2 ; OH ; ROO . 
RO ) e nitrogenio (NO’ e N0 2 ) sao essenciais para o suprimento 
energia, sinaliza^ao quimica de moleculas nas celulas, detoxificagao i 
fungao imune, sendo, portanto, continuamente produzidos 
organismo humano. Em caso de formagao excessiva (exposigao 
oxidantes extemos: radiagao e poluigao) ou funcionamento imperfe 
dos mecanismos antioxidantes de defesa, tais especies podem cai 
danos ao DNA, lipidios e protemas, estando associados ao aparecir 
de doengas cronicas (vasculares e cancer). Estima-se que de 1-3 
oxigenio inalado seja utilizado para a produgao de 0 2 # “ , portanto ac 
de 2,0 kg de superoxido/ano e produzido pelo corpo humano (nh 
acima sao produzidos por individuos com inflamagoes cronicas). 

Alguns antioxidantes sao sintetizados pelo organismo hur 
incluindo enzimas (superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxid 
outras protemas (GSH, ubiquinol) e especies de baixo PM (u 
Evidencias comprovam que os antioxidantes endogenos nao pre\ 
completamente os danos provocados pelas especies mencionadas. 

Baixos niveis de oxido nitrico (NO*) sao continuamente for 
in vivo em mamiferos (Tabela 3.1). O ion superoxido (0 2 *~ ) e fo 




Biologicas da Oxidaqdo de Lipidios 


165 


enzimaticos e nao-enzimaticos no tecido. Sendo altamente 
e convertido em agua pelas celulas, envolvendo a redugao para 
de hidrogenio (H,0 2 ) pela superoxido dismutase, seguida da 
cjl agua oxigenada para agua pela catalase. A competigao pelo 
entre o oxido nitrico e a enzima superoxido dismutase 
i formagao do peroxinitrito no tecido em concentragao elevada do 
) ou do oxido nitrico. 

Tratando-se de radicais livres, os quais normalmente possuem 
vida util, o oxido nitrico e uma excegao (~3,() min), o que 
sua difusao pelas membranas em busca de alvos biologicos. 
; peroxinitrito atuar como pro-oxidante em tecidos biologicos, e 
ria a prescnga do oxido nitrico e do superoxido. O oxido nitrico 
ser produzido por mecanismos enzimaticos (Tabela 3.1), pela agao 
ima sintase utilizando a L-arginina como substrato ou a redugao do 
pela redutase. Pelo mecanismo nao-enzimatico. a formagao do 
mtrico inclui a redugao do nitrito em pH acido (pH < 4,0), luz na 
;a de carotenoides, ou pela agao de fortes agente redutores, como a 
laC. 

3.1 - Mecanismo de formagao do oxido nitrico em tecidos 
biologicos 


Mecanismo 


Rca^ao 


- CHido nitrico sintase 
K- Nitrato redutase 

WlT 

31 - Redugao nao-enzimatica do NO 2 - NO 2 


L-arginina —> L-citrulina + NO* 

N0 2 " + NADI I -> NAD + + NO* 

NO (pH < 4,0) 

NO 2 ” —> NO* (luz, carotenoides) 

NO 2 " —» NO* (redugao do de. ascorbico) 


A atividade da enzima oxido nitrico sintase pode ser observada em 
^versos tecidos biologicos utilizados como alimentos, incluindo carnes, 
peixes, legumes e germe de trigo. Alem da atividade da enzima, o ion 
5 -peroxido (pode ser produzido apos o abate ou a colheita) tern de estar 
presente para formar o peroxinitrito. Este e um oxidante versatil, capaz de 
Tfomover a oxidagao de diversos componentes celulares, incluindo 
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ascorbato, glutationa, tocoferol, acido urico, acidos graxos insaturados. 
aminoacidos livres ou ligados e bases purinas. 

O peroxinitrito nao e um radical livre, mas e capaz de promover 
diretamente a formagao de peroxidos, os quais se tomam significante 
fonte de substrato oxidavel para outros prooxidantes. Exemplificando, a 
lipoxigenase necessita ser ativada para se tomar prooxidante, o que 
ocorre na presenga de peroxido. A habilidade da hemoglobina em 
catalisar a oxida^ao de lipxdios e aumentada na presen 9 a de peroxido e o 
efeito prooxidante dos metais de transigao, como o ferro, acelera a 
decomposigao dos peroxidos em radical alcoxil e peroxil. 

Todos eles sao produzidos nas especies animal e humana em 
condigoes fisiologicas e patologicas. A ingestao de antioxidantes como a 
glutationa, arginina, citrulina, creatinina, selenio, zinco, vitamina L 
vitamina C e polifenois, associada com a atuagao de enzimas 
antioxidantes endogenas como a superoxido dismutase, catalase, 
glutationa redutase e glutationa peroxidase, exerce aqao sinergfstica na 
remcxjao de radicais livres. 

Os radicais livres participam de importantes fun^oes beneficas r.o 
organismo. Por exemplo, os radicais oriundos do oxigenio exercem acors 
criticas na transcri<jao e na regula 9 ao de genes em celulas. O NO’e uma 
das moleculas de sinaliza 9 ao bastante difundida, participa ■: 
funcionamento de celulas e orgaos e atua como neurotransmissor e *a 
sistema imune. Portanto, os radicais livres possuem duas fun 9 aa| 
distintas, atuando como moleculas sinalizadoras e regulatorias em ni'vsaj 
fisiologicos ou sendo altamente danosos como oxidantes em nm 
patologicos. 

O oxigenio e necessario para a forma 9 ao de todas as formas 
especies reativas oriundas do oxigenio e do nitrogenio (Figura 3.2:. 
forma 9 ao do oxido nitrico (N0‘) ocorre a partir da L-arginina catalis* 
pela enzima NO-sintase. Em contraste, o superoxido e formado a pir 
do oxigenio por diversos mecanismos: oxida 9 §o do NADPH, oxida 9 aoi 
xantina e redu 9 ao pelo citocromo P-450. 
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ra 3.2 - Formagao de especies reativas oriundas do oxigenio e 
nitrogenio nas celulas de mamiferos. 


A enzima superoxido dismutase converle o l'on superoxido (0 2 _ ) 
agua oxigenada (H 2 0 2 ). O oxido nitrico pode reagir com ion 
sroxido ou com a agua oxigenada formando o peroxinitrito (ONOO'), 
potencial oxidante maior que o do ion superoxido ou o da agua 
ugenada. 

Quando os radicais livres ou outras especies reativas ('OH, HOO* e 
)NOO") removem atomos de hidrogenio de um acido graxo insaturado, 
luz-se o radical livre (R‘), que interage com o oxigenio formando o 
radical peroxil (ROO') e propagando a peroxida^ao pela remogao de 
outro atomo de hidrogenio de outro acido graxo insaturado localizado na 
vizinhanga (Capftulo 1). O resultado e a formagao do peroxido (ROOH), 
que se decompoe facilmente, formando novo radical alcoxil (RO’). A 
peroxidagao de lipidios com a formagao de radicais livres (peroxil e 
alcoxil) ocorre em celulas, causando danos a seus componentes (proteina, 
DNA-elipidios). 
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O sistema mitocondrial de transports de eletrons e fonte de 
superoxido. Sendo o NADH, NADPH e FADH 2 produzido quase que 
exclusivamente via metabolismo aerobico de proteina, gordura e glicose, 
o aumento da ingestao de energia eleva a produgao de radicals livres 
pelas mitocondrias. Em condigoes fisiologicas, de 1,0 a 3,0 % do 
oxigenio consumido pelo organismo e convertido em superoxido e 
especies reativas oriundas do oxigenio. A exposigao prolongada aos 
radicais livres, mesmo em baixas concentragdes, pode causar danos em 
moleculas biologicamente importantes, resultando na mutagao do DNA, 
injuria nos tecidos e no aparecimento de doengas. Portanto, o oxigenio 
molecular, embora absolutamente essencial para a vida aerobica, pode ser 
toxico em certas circunstancias. 

O citocromo C e a superoxido dismutase (SOD) catalisam a 

formagao de 0 2 a partir do (0 2 ‘" ) (Figura 3.3), formando a H 2 0 3 , que e 
convertida posteriormente em H z O pela catalase. Os peroxidos sao 
convertidos em alcool pela GSH-peroxidase. Outros removedores de 
especies reativas oriundas do oxigenio (ER0 2 ) e do nitrogenio (ERON) 
incluem o acido lirico (oriundo do metabolismo das purinas), 
carotenoides, bilirrubina (produto do catabolismo da hemoglobina). 
fitatos e polifenois. Quando a formagao de radicais livres e maior que a 
capacidade de remogao pelo organismo, danos oxidativos podem ocorrer 
nas celulas e nos tecidos. 


Remogao de Radicais Livres do Organismo 

A remogao de radicais livres ocorre por meio de reagdes 
enzimatica: superoxido dismutase (SOD), glutationa reduzida (GSHX 
glutationa peroxidase, glutationa redutase (GSH-R), catalase (grupo 
heme); e nao-enzimdtica: antioxidantes: vitamina E, vitamina C.i 
carotenoides (Figura 3.3). 
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rigura 3.3 - Remo^ao de especies reativas oriundas de oxigenio e 
nitrogenio em celulas de mamfferos. 

O oxido nftrico (NO*) e removido de tres maneiras: pela rapida 
exidacao causada pela oxi-hemoglobina, formando o nitrato (NO.); pela 
intera<jao com a glutationa reduzida (GSH), formando o nitrosotiol; e pela 
intera^ao com o grupo heme, formando o heme-NO. 

Dietas deficientes em proteinas causam, alem da smtese inadequada 
das enzimas antioxidantes, tedu^ao da concentraqao destas nos tecidos, 
comprometendo a sua atividade. A deficiencia de zinco (cofator da Cu, 
Zn-superoxido dismutase) esta tambem relacionada com a ingestao 
insuficiente de proteinas, afetando indiretamente a remo^ao do 
superoxido pela diminui^ao na concentra$ao da albumina (transporte de 
zinco em circulatjao). 

Os acidos graxos insaturados sao sensiveis a oxida^ao pelos 
radicais livres, portanto elevada ingestao destes pode tomar o organismo 
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mais sensivel a oxidagao lipfdica. No entanto, dietas ricas em 
antioxidantes, como a vitamina C, vitamina E e carotenoides, podem 
amenizar o efeito da oxidagao. O consumo de oleos ricos em acidos 
graxos polinsaturados n-3 (peixes), acido 4,7,10,13,16,19-docosa- 
hexaenoico (22:6, n-3), acido 5,8,11,14,17-eicosapentaenoico (20:5, n-3) 
e a-linolenico (9,12,15-octadecatrienoico) reduz o risco de doengas 
cardiovasculares. 

Como outros polinsaturados, aos acidos graxos podem ser facilmente 
oxidados formando peroxido. Para entender este aparente paradoxo, os n-3 
inibem nao so a formagao de radicals livres pelo aumento da expressao de 
genes antioxidantes (glutationa-s-transferase e Mn-superoxido dismutase), 
como tambem a expressao da enzima NO-sintase. Portanto, os n-3 exercem 
o seu efeito benefico nas fungoes cardiovasculares por meio de dois 
mecanismos: diminuigao da concentragao de triglicerfdios plasmaticos e 
inibigao da produgao de radicais livres. 

Diversas vitaminas inibem a produgao de NO’ pela enzima NO- 
sintase. A vitamina A e a niacina e diversos carotenoides impedem a 
transcrigao de genes da enzima NO-sintase em diferentes celulas, o que 
reduz a formagao do NO*, prevenindo a sua toxidez. A vitamina E inibe a 
formagao do radical peroxil pelas especies reativas oriundas do oxigenia 
protegendo as celulas da peroxidagao dos acidos graxos polinsaturados das 
membranas, dos danos oxidativos nas lipoproteinas de baixa densidade, das 
proteinas celulares, do DNA e. da degeneragao das membranas. 
Conseqiientemente, dietas deficientes em vitamina E reduzem a atividade da 
catalase, da GSH peroxidase e da glutationa redutase, induzindo a 
peroxidagao e a desordens neurologicas e cardiovasculares. 

A vitamina E transfere o seu hidrogenio fenolico para o radical livre 
peroxil originado da oxidagao de acidos graxos insaturados (cap. 2t 
paralisando a reagao de propagagao e prevenindo adicional oxidagao dd 
outros componentes insaturados presentes na membrana celular, como cm\ 
fosfolipidios. Como agente redutor, a vitamina C interage com a vitamina ] 
radical, regenerando-a. Tal como a vitamina E radical, a vitamina C radka 
nao e reativa em razao de seu eletron nao-pareado ser estave 
energeticamente (Figura 3.3). A vitamina C radical e regenerada pela GSR 

Como componentes do NADP + , NAD/NADH e FAD/FADR. 
nicotinamida e a riboflavina sao importantes na protegao oxidativa i 
organismo. O NADPH e FAD sao co-fatores importantes para glutatk* 
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e, enzima responsavel pela regeneragao da GSH a partir da GS- 
O NADPH esta fortemente ligado a catalase, sendo, portanto, 
io para o funcionamento da enzima. 

Os minerals como o magnesio sao co-fatores de diversas enzimas 
►aveis pela produgao do NADPH e NADP + , portanto a sua 
iciencia na dieta reduz a atividade da glutationa redutase. O ferro e o 
abundante elemento-trago no organismo, e praticamente quase todo 
tocorre ligado a protefnas. A concentragao de ferro livre e muito baixa, 
o Fe +++ nao e soluvel em agua e o Fe ++ participa da formagao de 
lis livres (Figura 3.2). Portanto, o aumento da concentragao de ferro 
slular ou extracelular, resultante da dieta deficiente em protefnas, do 
de ferro e da baixa concentragao de protefnas que se ligam ao 
ou danos celulares, promove a produgao de especies reativas 
das do oxigenio e a oxidagao de lipfdios. 

O cobre, zinco e manganes sao metais indispensaveis a atividade da 
Zn-superoxido dismutase e Mn-superoxido dismutase, respectiva- 
te. A enzima glutationa peroxidase e dependente de selenio, portanto 
. deficiente diminui a atividade da enzima em 90%. Dietas deficientes 
es minerais, alem de diminufrem a atividade dessas enzimas nos 
■^rc.ios, resultam em danos oxidativos e na disfungao da mitocondria. 


Outros antioxidantes naturalmente presentes nos vegetais, como os 
compostos fenolicos e polifenolicos, removem os radicais superoxido e hidroxil 
£ inibem as modificagoes oxidativas das lipoprotefnas de baixa densidade 
(LDL) e aumentam a atividade da enzima Cu, Zn-superoxido dismutase. A 
biochanina A (Capitulo 14) impede a expressao da enzima NO-sintase. 


Os compostos fenolicos sao encontrados em grande quantidade e em 
diversas formas quimicas em vegetais, incluindo os fenois acidos, 
favonoides, isoflavonoides, tocoferois e tocotrienois (Tabela 3.2). Os 
flavonoides e isoflavonoides (Figura 3.4) sao grupos de compostos 
fenolicos antioxidantes encontrados em alimentos na forma glicosidica, o 
que os toma menos reativos com os radicais livres e mais soluveis em 
agua. Entre os compostos fenolicos encontrados em graos e oleos estao os 
tocoferois e tocotrienois, considerados fontes de vitamina E (antioxidante), 
e os tocotrienois, conhecidos como inibidores da smtese de colesterol. Os 
fenois acidos (acido benzoico e cinamicos e seus derivados tanto na forma 
livre, esterificados ou ligados), encontrados abundantemente em graos e 
oleoginosas, possuem tambem efeito antioxidante. 
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Os compostos fendlicos contribuem com o sabor adstringente e 
podem tambem reduzir a disponibilidade de certos minerals como o zinco 
(p. 297). Durante o processamento termico, os compostos fenolicos 
podem ser oxidados formando quinonas, as quais podem combinar com 
aminoacidos, tomando-os nutricionalmente indispomvel. Tal reagao leva 
a formagao indesejavel de compostos coloridos no alimento. Portanto, em 
certas situagoes e desejavel a remogao dos fenois em alimentos. 

Tabela 3.2 - Teor de polifenois totais em vegetais e bebidas 


Alimento 

Polifenois 

totais 

A1 i mentos/bebidas 

Polifenois 

totais 

Cereais 


Frutas frescas (mg/100 p.f.) 


(mg/lOOg m.s.) 




Arroz 

8 

Ma^a 

27-298 

Cevada 

1.200-1.500 

Uva 

50-490 

Milho 

31 

Laranja 

50-100 

Sorgo 

170-10.260 

Pera 

2-25 

Trigo 

22-40 

Morango 

38-218 

Aveia 

8 

Tomate 

85-130 

Vegetais 


Suco de frutas 


(mg/100g p.f.) 


• 


Ervilha 

78-230 

Maga 

2-16 

Cebola 

100-2.000 

Laranja 

370-7100 

Repolho 

25 



Couve-de- 

6-15 

Bebidas 


bruxelas 




Salsa 

55-180 

Cha (mg/200 ml) 

150-210 

Aipo 

95 

Cafe (mg/150 ml) 

200-550 i 



Vinho branco (mg/ml) 

200-300 j 



Vinho tinto (mg/ml) 

1000- 




4000 



Cerveja (mg/ml) 

60-100 


0 
II 

0—C— CH = 


“fcs 

OH] ot 


= hc -Q- 0 ' 

OH 


OH f OH ACIDO CLOROGfeNICO 
0H MAQA / TOMATE / CAF6 
BERINJELA / ABACATE 
CENOURA 


qr 

HC = CH —COOH 

ACIDO FERRUUCO 
AVE1A/ HUGO / ARROZ 
AMENDOIM 


OCH 3 

HO 


*v_ 

—\k /)— CH = CH —C 



Acnx) sinApico 

AMENDOIM 


CITRUS / AflACAXJf M 


p.f. (peso fresco), m.s (materia seca). 
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COOH 

FENILALANINA 



FEN ILALANIN A AMON1A LLASE 



COOH 

tnms-ACIDO CENAM1CO 


I 


Actdo benz6ico e DERIVADOS 
(vonilina, 6c. salicilico) 



COOH 

pan-ACIDO CUMARICO 


CoA-SH 


4 


ACIDO CAFfelCO 


-► CUMARINA 

^ UGNINAS 



Figura 3.4 - Forma^ao de compostos fenolicos via fenilalanina. 


O cha-verde (Tabela 3.3) possui diversos compostos polifenolicos, 
conhecidos como catequinas (Figura 3.5), incluindo a epigalo-catequina-3 
galato (EGCG), epigalo-catequina (EGC) e epicatequina-3 galato (ECG). 
No cha-preto as catequinas sao oxidadas. 
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Tabela 3.3 - Concentra^ao dos principals compostos fenolicos em cha 



Cha-verde (mg/g) 

Cha-preto (mg/g) 

Catequina 

10-20 

5 

Epicatequina 

10-50 

10-20 

Epigalocatequina (ECC) 

30-100 

10-20 

Galocatequina 


10-30 

Epicatequina galato (ECG) 

30-100 

30-40 

Epigalocatequina (EGCG) 

70-150 

- 


As catequinas, bem como o flavonoide miricetina encontrados em 
vegetais, estao entre os antioxidantes mais potentes encontrados na 
natureza (Figura 3.5). Os polifenois representam de 12 a 18% na semente 
de cacau, sendo 35% destes na forma de epicatequinas. No 
processamento (fermenta^ao e secagem), as epicatequinas sao oxidadas 
pela polifenol oxidase e se polimerizam ou interagem com as 
antocianidinas, formando fenois complexos (taninos), responsaveis pela 
coloragao tipica do chocolate e pela diminui^ao do teor da epicatequina. 



CATEQUINA 


R1 R2 


EPICATEQUINA H H 

EPILOCATEQUINA OH H 

EPICATEQUINA - 3-GALATO H GAL 

EPILOCATEQUINA - 3 - GALATO OH GAL 


MIRICETINA 

OH 



Ac. GALICO (GAL) 

Figura 3.5 - Estrutura quimica da catequina e miricetina. 


Os isoflavonoides encontrados na soja em quantidade eleva 
tambem apresentam atividade antioxidante. Na casca da cebola 
encontrados nfveis acima de 6% de flavonoide, principalmente 
quercitina. As batatas sao ricas em polifenois, principalmente, 
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clorogenico, os quais possuem efeito antioxidante in vitro. A casca da 
batata-vermelha possui quantidades maiores de polifenois que as outras. 
A estabilidade do acido clorogenico depende do tipo de processamento: 
em batatas assadas, a destruigao e total; em cozidas permanece 35% da 
quantidade original; e em microonda, 55%. Batatas fritas e pure nao 
possuem acido clorogenico. 

A glutationa (GSH), a mais abundante substantia de baixo PM 
contendo o grupo tiol (-SH) na celula, e sintetizada a partir do glutamato, 
cisteina e glicina (eq. 3.1). Tern participagao importante na biotransformagao 
e eliminagao de substancias estranhas. Diversas reagoes da GSH envolvem o 
grupo sulfidrila (-SH). A nuvem de eletrons.que envolvem o nucleo do 
atomo de enxofre e altamente polarizada, tomando o grupo sulfidrila otimo 
agente nucleofilico para reagao com compostos eletrofflicos. A sua 
habilidade de doar eletrons para outros compostos o toma tambem otimo 
redutor. A combinagao de sua abundancia em organismos aerobicos, aliados 
as propriedades qufmicas do grupo sulfidrila, toma a GSH importante 
molecula na protegao celular contra as especies reativas oriundas do 
oxigenio, bem como de compostos eletrofflicos oriundos de processos 
oxidativos no organismo e do ambiente. 

eq. 3.1 

Cys - Gli —> Glu - Cys - Gli 
I I 

SH S 

GSH S 

I 

, Glu - Cys - Gli 
GSSH 

Como principal componente do sistema antioxidante celular, a 
GSH tern as seguintes caracteristicas: pode ser parcialmente absorvida 
pelo intestino e sintetizada de novo quando presente na dieta; embora a 
slutationa radical (GS‘) formada pela oxidagao da GSH seja prooxidante, 
esta podera interagir com outra GS, formando a GS-GS, que e entao 
reduzida para GSH pela NADPH; remove efetivamente as especies 
reativas oriundas do oxigenio (radical peroxil, peroxinitrito e agua 
oxigenada) direta e indiretamente, por meio de reagoes enzimaticas; e 


Glu - Cys - Gli + Glu - 
I 

SH 

GSH 
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pode ser conjugada com o NO , resultando na formagao do S-nitroso- 
glutationa e, posteriormente, hidrolisada, liberando a GSH e NO . 

O citocromo C e a enzima SOD catalisam a formagao do O, a partir 
do O,’* (Figura 3.3), formando a H 2 0,, a qual e convertida em H,0 pela 
catalase e GSH peroxidase. 


Metabolismo do Oxigenio 

O corpo humano produz naturalmente radicais livres e outras 
especies reativas oriundas do oxigenio, continuamente. Por exemplo, em 
torno de 85 a 90% do oxigenio que respiramos e utilizado pela 
mitocondria, e o restante, por diversas oxidases e oxigenases, com 
liberagao do radical superoxido e agua oxigenada, e por outras reagoes 
nao-enzimaticas. Quando a sua formagao durante o metabolismo celular 
ocorrer em quantidade suficiente para superar a capacidade de 
neutralizagao pelas celulas, disturbios celulares e metabolicos ocorrerao 
de diversas maneiras. Os locais de atuagao destes ocorrem ao acaso, nos 
sftios insaturados das biomoleculas, produzindo modificanoes quimicas 
indesejaveis em macromoleculas como protemas, carboidratos, lipidios e 
nucleotfdeos: 

- LigaQao covalente do radical livre com as enzimas e, ou, 
receptores local izados na membrana, modificando, as atividades de seus 
componentes. 

- Liga^ao covalente com os componentes da membrana, alterando a 
estrutura celular e afetando suas funqOes. 

- Disturbio no processo de transporte por meio de liga^oes 
covalentes, oxida?ao de grupos tiois (R-SH) ou alteragao da relagao de 
acidos graxos polinsaturados/protefnas. 

- Iniciagao da oxidagao de lipidios insaturados, com efeito direto na 
estrutura e fungao da membrana (fluidez e ligagoes cruzadas). 

O resultado destas reagoes induzidas pelos radicais livres esta 
associado a desordem mental, cancer, envelhecimento precoce e doengas 
cardiovasculares. 

A oxidagao de lipidios ocorre principalmente nas biomembr; 
(Figura 3.6), as quais, alem de possuir elevado teor de acidos gr< 
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polinsaturados (40% de lipidios (50% de fosfolipidios e 50% de 
moiesterol) e 60% de proteinas), estao preserves na maioria das enzimas 
tnvolvidas na ativagao do oxigenio. Como resultado, estas enzimas sao 
sesponsaveis pela iniciagao da oxidagao, com a formagao de especies 
icativas do oxigenio, como anion superoxido (0;~ ), radical hidroxil 
(HO), peroxido (ROOM) e oxigenio singlete (O5- O termo reativo e 
■aiito relativo, visto que o radical hidroxil e extremamente reativo, 
enquanto o anion superoxido, por exemplo, e mais seletivo. 



Figura 3.6 - Estrutura da membrana: 40% de lipidios (50% de 
fosfolipidios e 50% de colesterol) e 60% de proteinas. 

A molecula do oxigenio e considerada um radical livre em razao da 
presenqa de dois eletrons nao-pareados localizados em diferentes orbitais 
e em rota 5 ao paralela (Capftulo 1). Essencial no processo de geragao de 
energia em nfvel celular, o oxigenio molecular esta presente na atmosfera 
em sua forma mais estavel, sendo denominado triplete ( 3 0 2 ). Apos 
inalado, e gradualmente reduzido ate que se transforme em agua pelo 
envolvimento de quatro eletrons. Durante esse processo, pequenas 
quantidades de intermediaries reativos, como radical superoxido (0 2 '~), 
radical hidroxil (HO ) e peroxido de hidrogenio (H,0 2 ), sao formadas 
(Figura 3.7). O mecanismo de formacao de radicais livres a partir do 
oxigenio pode ser resumido da seguinte forma: 
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• ReduQao do oxigenio molecular para agua com formatjao do 
radical superoxido e do anion superoxido, sendo o eletron vindo tanto da 
cadeia respiratoria, na mitocondria, como do citocromo-P-450 do sistema 
microssomal. 

O 2 + 2e —> 0 2 " (redu$ao de um eletron, com forma^ao do radical 


superoxido) 


0 2 + 2e —> 0 2 (redu^ao de dois eletrons, com forma^ao do anion 


peroxido) 


0 2 + 2 H + —> H 2 0 2 (fonna protonada do peroxido) 
0 2 + 4 H + —> 2 H 2 0 (forma protonada do 0 2 - ') 


0,76v 

0 2 = 


-0,05v 

U 


l,2v 

or 


2,8 lv 


e 


c 


e 


♦ o-* 


h 2 o 




r 


f 


'O. 



HO' 


Valor negativo significa forte 
agente redutor e valor positivo, 
agenteoxidantc. 


< 


H 2 0 2 


Figura 3.7 - Forma^ao de especies reativas a partir do oxigenio triplete 


( 3 02 ). 


• Forma?ao do oxigenio singlete, que e outro metabolito reativo dc 
oxigenio, formado pela sua excitagao envolvendo a captura de energu 
C0 2 + Av —>'(),). Embora nao seja considerado um radical livre, o oxigenio 
singlete possui um eletron localizado na periferia de seu orbital, acima ci 
posigao normalmente ocupada, que se encontra no estado excitado. 

• Metais de transigao possuindo eletrons nao-pareados. Muitoel 
deles, essenciais na dieta humana, participam estimulando a oxidagao « 
lipidios por dois mecanismos: na geragao inicial de radicais livres e nt 
decomposigao de peroxidos em radicais peroxil e alcoxil (Capitulo 1). 
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Um segundo efeito da oxidagao de lipidios envolve a participagao dos 
radicals livres em novas reagoes; portanto, sao formados novos compostos, 
que podem migrar para outras paites da celula ou ser transportados pela 
corrente sangmnea. Por exemplo, certos tipos de aldeidos formados pela 
decomposigao do peroxido podem se ligar covalentemente aos acidos 
nucleicos, induzindo alteragoes no DNA, e interagir com protemas e lipidios 
aminados, alterando suas estruturas. 

Recentemente, consideravel atengao tern sido dada aos riscos 
aterogenicos dos radicais livres oriundos do oxigenio. Essas entidades quf- 
micas, subprodutos de varias reagoes bioquimicas no organismo, provocam 
danos celulares. O mecanismo da aterosclerose ainda nao esta sufi- 
cientemente esclarecido, mas estudos tern sugerido que modificagoes das 
lipoprotemas de baixa densidade (LDL) pelos radicais livres sao consi- 
deradas cnticas, pela formagao de um LDL oxidado, considerado mais atero- 
genico que a sua forma nativa. Os antioxidantes com propriedades de remo¬ 
ver ou de neutralizar os radicais livres oriundos do oxigenio, como vitamina 
C, vitamina E, carotenoides e compostos fenolicos, inibem a oxidagao do 
LDL, reduzindo potencialmente os riscos de doengas coronarianas. 


Mecanismo de Protegao 

A maioria das especies vivas possui eficiente sistema de protegao 
capaz de neutralizar os efeitos maleficos ocasionados pelas especies reativas 
formadas durante o metabolismo do oxigenio e da oxidagao de lipidios 
(Figura 3.8). Diversas enzimas estao envolvidas nesse mecanismo: 


CATALASE E PEROXIDASE j , f 

°2 -► 0 2 # “-► h 2 o 2 -► ‘OH-► h 2 o 

I SUPER6XID0 f HIDROXIL 

DISMUTASE 

0 2 ->■ Radical superdxido, agente redutor 

• qjj _Radical hidroxil: reage de forma nao-seletiva com todas as 

substancias organicas 

Figura 3.8 - Mecanismo enzimatico na preven 9 ao e no acumulo de 
intermediarios reativos. 
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Sistema enzimatico 

A remogao enzimatica dos intermediaries reativos (Figura 3.9), 
oriundos da redugao do oxigenio pela agao conjunta das enzimas 
intracelulares, superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH- 
Px) e catalase, mantem a concentragao destes em mveis aceitaveis, em 
condigoes fisiologicas (Quadro 3.1). 

. - O’r(superoxido) — HA—'OH — danos aos tecidos 


CD 



© Superoxido dismutase 
© Glutationa peroxidase 
© Glutationa redutase 
© Glucose 6P-desidrosenase 
© Hexoquinose 

Figura 3.9 - Sistema de enzimas antioxidantes nas celulas. 


Quadro 3.1 - Enzimas com propriedades antioxidantes 


Superoxido dismutase : 

2 0 2 ’~ + 2 H + —> +0 2 

Glutationa peroxidase: 

H 2 0 2 + 2GSH -» GSSG + 2H,0 


ROOH + 2GSH ^ GSSG + ROH + Hp 

Catalase: 

Hj 0 2 —» HjO + 0 2 

Glutationa transferase: 

ROOH + 2GSH -> GSSG + ROH + Hp 

Catalase-. Destroi 

o peroxido de hidrogenio, convertendo-o em 


igua e oxigenio. Sao heme proteinas contendo o ferro no seu centro ativo. 
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Previne o acumulo da H,0 9 dentro das celulas, catalisando a rea^ao: 
2H 2 0 2 —> 2 H 2 0 + 0 2 

GSH peroxidase (GSH-Px ): Considerada a mais importante na 
remogao de peroxido nas celulas. Esta enzima e constituida de um 
tripeptfdio simples (Glu-Cys-Gli), contendo selenio no seu centro ativo. 
A agua oxigenada e os hidroperoxidos sao os substratos para a GSH-Px, 
que catalisa a redugao destes. A atividade da enzima e dependente da 
presenga de quatro atomos de selenio no seu centro ativo. A forma 
reduzida e abreviada como GSH, e a forma oxidada de GSSG possui duas 
moleculas de GSH associadas pela oxidagao dos grupos sulfidrilas da 
cistema, formando pontes de enxofre (-S - S-) (eq. 3.1). 

A enzima glutationa peroxidase catalisa a oxidagao da GSH para 
GSSG na presenga da agua oxigenada: H,0, + 2GSH GSSG + 2H,0. 
e a forma reduzida da glutationa (GSH) remove o radical hidroxil (HO : ) e 
o oxigenio singlete. 

Glutationa redutase : A relagao GSH/GSSG em celulas normais e 
elevada, e para manter este ni'vel a GSSG e reduzida para GSH pela 
glutationa redutase; a riboflavina, como co-fator, e importante na 
regeneragao do mecanismo de defesa antioxidante. 

GSSG + NADPH + H + -> 2GSH + NADP + 

O selenio e um micronutriente essencial, e as fontes deste sao 
vegetais como repolho, aipo e rabanete, graos integrals, came e peixe. E 
fundamental para a sintesc e atividade da glutationa peroxidase, que 
catalisa a redu^ao do peroxido de hidrogenio e de peroxidos organicos. O 
selenio e a vitamina E atuam sinergisticamente no controle da 
peroxida?ao in vivo. Nfveis de ingestao diaria para adultos entre 50 e 
100 pg sao considerados adequados. 

Tanto a agua oxigenada como o radical superoxido devem ser 
removidos tao logo sejam formados, em razao do efeito malefico que 
podem ocasionar nas celulas, alem do fato de que os cations divalentes. 
como ferro e cobre, podem catalisar a interaijao desses dois metabolitos 
com a formagao adicional do radical hidroxil (HO') (eq. 3.2). 
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eq. 3.2 


0 2 ‘ + Fe +3 —> 0 2 + Fe +2 e 

H 2 0 2 + Fe +2 -> OH- + HO' + Fe +3 

A formagao do radical hidroxil pode tambem ser originada dos baixos 
m'veis de radiagao a que estamos expostos. Este radical e considerado o mais 
reativo entre todos, removendo hidrogenio, por exemplo, de alcoois e 
fosfolipidios, pela reagao de adigao na estrutura de bases aromaticas de 
purinas e pirimidinas presentes no DNA e RNA e pela transference de 
eletrons envolvendo compostos organicos e inorganicos em quase todas as 
celulas vivas localizadas proximo da sua formagao. 

Os radicais livres sao eletricamente neutros, mas a especie 
denominada ion superoxido (0 2 ’~), formada pela adigao de um eletron 
extra (redugao do oxigenio molecular), e eletricamente carregada (0 2 + e~ 
0;~). O radical superoxido, formado in vivo na mitocondria (cadeia 
respiratoria), e importante no controle de infecgoes provocadas por 
microrganismos (fagocitose). A enzima superoxido dismutase (selenio no 
centro ativo) convene o 0 2 '" em H : 0 2 e 0 2 e funciona em conjunto com a 
catalase e a glutationa peroxidase, as quais removem a agua oxigenada da 
celula (Figura 3.9). 

Os antioxidantes, vitamina E, compostos fenolicos, (l-caroteno, 
acido ascorbico etc., supridos pela dieta, participant tambem desse 
sistema. Atuam bloqueando a agao de radicais livres, formados pela 
oxidagao qufmica e, ou, enzimatica - lipoxigenase e ciclooxigenase -, 
envolvidas na oxigenagao de acidos graxos polinsaturados e, 
conseqiientemente, na formagao de peroxidos. 

Superoxido dismutase (SOD): Os efeitos toxicos e indesejaveis do 
oxigenio para os organismos aerobicos sao devidos em parte ao aumento 
na formagao da radical superoxido (0 2 ,_ ), oriundos da oxidagao direta de 
diversas biomoleculas. A enzima superoxido dismutase (SOD) esta 
presente em quase todas as celulas vivas expostas ao oxigenio, sendo 
considerada essencial para o mecanismo de defesa. Remove o 0 2 ‘", 
convertendo-o em agua oxigenada. 

A enzima superoxido dismutase promove a dismutagao do radical 
superoxido (0 2 ‘ - ), convertendo-o em peroxido de hidrogenio (H 2 0 2 ), o 
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qual e removido posteriormente pela a$ao das enzimas catalase e 
peroxidase, eliminando assim danos a celulas (eq. 3.3). E encontrada em 
elevada concentracao no citoplasma e em baixa nas membranas, na forma 
de metaloprotema, contendo cobre, ou ferro, ou manganes no seu centro 
ativo, e o radical superoxido em meio lipofflico (especialmente nas 
membranas).. 

A remo?ao eficiente das especies 0 2 ,_ e da H,0, e essencial para 
minimizar a formasao do radical hidroxil (HO') nas celulas. Este e 
reconhecidamente o mais reativo dentre os radicais livres (remove 
eletrons de qualquer substancia organica presente na sua vizinhanga). 
Esta enzima interrompe a rea^ao em cadeia, catalisando a redugao do 
radical 0 2 * para H,0, (2 0 2 * - + 2H + —> H 0 2 + 0 2 ), e, conseqiientemente, 
reduz o potencial de forma?ao do radical hidroxil. 

Mecanismo da a<jao da superoxido dismutase 

O mecanismo de dismutagao do 0 2 *~ das tres formas da enzima 
superoxido dismutase (SOD) e igual (eq. 3.3). O metal presente no centro 
ativo participa do ciclo de redu?ao/oxida 5 ao da seguinte forma: 

- No primeiro estadio, o metal e reduzido pelo 0 2 *“ , liberando uma 
molecula de oxigenio. 

- No segundo estadio, outra molecula de O,’ - oxida o metal 
reduzido no centro ativo, com formagao do H 2 0 2 . 

SOD - Me" + 0 2 *" 


H 2 0 + 0 2 <-H 2 0 2 0 2 - + 2H + 

O processo de dismutagao e mais rapido em meio acido (pH 4,8 = pKa 
do radical peridroxil) e se toma lento com o aumento do pH. A atividade de 
radical livre do superoxido so se verifica em meio acido pela forma^ao do 
radical peridroxil (H0 2 ’), o qual e um agente redutor, e suas propriedades 
quimicas sao dependentes do pH. Com base no valor do pK = 4,8 e em 
condi^oes fisiologicas, esta especie de oxigenio ativado ocorre na forma 
anionica com a sua caracterfstica de radical reprimida. Nesta situagao, atua 


eq. 3.3 


SOD 


■ Me"' + O, 
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como agente nucleofilico, ou seja, provoca a hidrolise do fosfolipfdio da 
membrana celular, mas nao e capaz de iniciar a oxida^ao de lipidios. 

A reatividade do radical peridroxil e do anio superoxido e 
controlada pela enzima superoxido dismutase, convertendo o superoxido 
em peroxido de hidrogenio. Este ultimo pode ter dois caminhos: (1) ser 
rapidamente decomposto pela agao dos metais de transi?ao, com 
forma 5 ao adicional do radical hidroxil; ou (2) a enzima catalase converter 
o peroxido de hidrogenio em agua e oxigenio. 

A foriruujao em excesso das especies oriundas do oxigenio. 
principalmente do radical hidroxil ('OH), pode iniciar diretamente o 
processo de oxidagao de lipidios na membrana celular, com a forma^ao 
de peroxido, alem de este radical reagir de forma nao-seletiva com os 
outros constituintes organicos das celulas. A oxida^ao de acidos graxos 
insaturados da membrana celular e o evento oxidativo que ocorre mais 
frequentemente no organismo. 

O cobre presente no centro ativo da enzima atua como carreador de 
eletrons. Na primeira ctapa da rea 9 ao, o Cu ++ e reduzido para Cu + e o 0 2 “ 
e oxidado para oxigenio molecular. Na segunda etapa, o Cu* e oxidado 
para Cu ++ e o 0,*~ e simultaneamente reduzido e protonado para peroxido 
de hidroaenio (eq. 3.4): 

eq. 3.4 

E-Cu ++ + 0,--4 E-Cu + + O, 

E-Cu + + 0 2 - + 2 H + ^ E-Cu ++ + H 2 0 2 

Formacao de oxigenio radical 

O oxigenio molecular ou triplete possui dois eletrons nao-pareados, 
sendo cada um localizado em orbitais diferentes (Figura 1.5). Esses dois 
eletrons possuem spin paralelos e, para oxidar outro atomo ou molecula 
aceitando o novo par de eletrons, ambos tern de estar em spin 
antiparalelo, de forma a preencher o espa?o livre no orbital. Esta situa^ao 
impoe restri(jao na oxida^ao, a qual tende a aceitar eletrons pelo oxigenio 
um de cada vez, permitindo tempo para que ocorra a inversao do spin 
entre as colisoes. Isto faz com que o oxigenio seja pouco reativo com as 
especies nao-radicais, tornando possivel a existencia de diversas 
substancias organicas em meio aerobico. 
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Os metais de transigao sao encontrados no centro ativo de diversas 
enzimas oxidases e oxigenases, incluindo a superoxido dismutase. A habili- 
dade desta enzima cm aceitar e doar eletrons remove a restrigao do spin. 


Reatividade do ion superoxido 

Em solugao aquosa, o ion superoxido e um redutor de potencia 
moderada e, em comparagao com outros produtos reduzidos do oxigenio 
molecular (H : 0 : e ’OH), e considerado oxidante fraco. A sua participagao 
verificam-se em redugao envolvendo um eletron, oxidando fortes agentes 
redutores como o acido ascorbico e a-tocoferol. 

Durante o armazenamento de alimentos (vegetal e animal), o 
mecanismo de controle das reagoes envolvendo enzimas e gradualmente 
perdido e, nesta condigao, especies quimicas reativas sao liberadas ou se 
acumulam no meio, portanto os danos causados pelos radicais livres 
podem ser extensivos (Quadro 3.2). 

Quadro 3.2 - Exemplos de alteragoes provocadas pelo Of e especies 
radicais oriundas do oxigenio 


1. Indugao a oxidagao de lipidios 

2. Despolimerizagao de polissacarfdios 

3. Inativagao de virus e morte de bacterias 

4. Hidroxilagao de compostos aromaticos 

5. Branqueamento de pigmentos 

O ion superoxido contribui com a toxicidade do oxigenio em meio 
aquoso tanto em celulas vivas quanto em alimentos, atuando como precursor 
de mais especies reativas, isto e, fonna reduzida do ion superoxido ( OH). 
Assim, a formagao do radical hidroxil (’OH) pode ser prevenida pela SOD. 
As equagoes 3.5 e 3.6 descrevem o possivel mecanismo para a produgao de 
radicais hidroxil na presenga de 0 2 ‘" , H^O, e ions metalicos livres de 
transigao. Acredita-se que o maior dano biologico do ion superoxido nao seja 
devido a sua reatividade, mas a sua participagao na cooperagao para a 
produgao do OH na presenga de ions metalicos de transigao. 
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Tanto em alimentos como nas celulas vivas, os metais de transi?ao 
j atais abundantes sao o ferro e cobre. A contaminagao dos alimentos por 
esses metais acelera a sua deteriora^ao, catalisando a rea^ao entre o O,' - 
e H_,0, produzindo mais radicais livres. 

eq. 3.5 

O,' - + Me ,,+ —» O, + Me !l ’ -1)+ : superoxido atuando como redutor do metal 

eq. 3.6 

Me + H 2 0 2 -» Me B+ + .OH + HO 

o ; - + h 2 o 2 —> 0 2 + ’OH + HO“ : reagao catalisada por metais 

As enzimas catalase, GSH, glutationa peroxidase, glutationa 
redutase e SOD enzimas sao encontradas na fase aquosa da celula. Como 
ocorre a protegao da fragao lipidica da membrana? As membranas 
celulares consistem de uma camada dupla (Figura 3.6), contendo lipidios 
aitamente insaturados, e sua oxida^ao provoca danos aos seus 
constituintes, alem do esgotamento dos antioxidantes. O radical livre 
produzido no interior hidrofobico da membrana combina com o oxigenio 
que la se encontra dissolvido, formando o radical peroxil (0 2 e mais 
soluvel em solventes organicos que na agua). O radical resultante ataca as 
protemas e oxida novamente os acidos graxos polinsaturados adjacentes. 
Os hidroperoxidos formados pela oxidagao, por serem mais hidrofilicos, 
migram para a superficie da membrana para interagir com a agua, 
provocando sua ruptura e alterando a sua fluidez. A prote^ao da 
n^embrana e conseguida pelos seguintes mecanismos: 

Remoqao de radicais : Nas membranas, o principal removedor de 
radicais e o a-tocoferol. As outras formas sao menos importantes, por ser 
menos eficientemente absorvidas. Os tocoferois removem os radicais 
peroxil antes que estes venham a oxidar os acidos graxos adjacentes ou as 
protemas. O grupo hidroxila presente no tocoferol doa seu atomo de 
hidrogenio para o radical peroxil, convertendo-o em peroxido. Nessa 
participagao, o oxigenio da hidroxila passa a ter o eletron nao-pareado, 
resultando no tocoferol radical, sendo regenerado pela vitamina C. Sendo 
o acido ascorbico soluvel em agua, este mecanismo pressupoe que o 
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radical tocoferol se mova atraves da membrana ate a superficie, para ser 
entao reduzido pelo acido ascorbico. Dessa interagao ocorre a formagao 
do radical ascorbato muito pouco reativo, e dois desses radicals podem-se 
interagir, ou outra fonte de redutor, como o NADH, regenerar o ascorbato 
(Figura 3.11). 

Sistema de reparo e reposigao do lipidio: A agao dos antioxidantes 
converte o radical peroxil formado na membrana em peroxido. O passo 
seguinte e a sua remogao pela agao de fosfolipases e a reposigao de um 
novo acido graxo. O peroxido entao liberado e metabolizado pela 
glutationa peroxidase, reduzindo-o a alcool. 

Antioxidantes 

Como suporte secundario do mecanismo enzimatico descrito, a 
ingestao de substancia com propriedades antioxidantes derivadas da dieta 
auxilia o mecanismo de defesa no controle dos danos causados nas 
celulas pelos radicals livres. A diversidade de antioxidantes de ocorrencia 
natural em vegetais participa do sistema biologico, como agentes de 
defesa antioxidativa; portanto, o consumo regular destes recompoe o 
mecanismo de defesa endogeno dos antioxidantes, regulando as varias 
reagoes de oxidagao-redugao perdidas com o decorrer do tempo. 

Outros fatores, como a interagao entre os varios antioxidantes com 
a habilidade de regenerar outras especies oxidadas (vitamina E, vitamina 
C e glutationa), alem de sua possfvel atuagao regulando a expressao de 
genes, sao, talvez, mais importantes que o nivel destes no organismo. As 
celulas vivas e alimentos in natura sao protegidos da agao do O,'" e da 
HA por diversos mecanismos, que os inibem ou removem: SOD. 
catalase, peroxidase, ascorbato, glutationa, a-tocoferol e |3-caroteno. 

Os antioxidantes considerados nutrientes sao as vitaminas C (frutas 
e vegetais), e (germe de trigo, oleos vegetais e amendoas), e os nao- 
nutrientes incluem os flavonoides (cha, vinho tinto, cebola, maga), 
polifenois e terpenos. Os antioxidantes previnem a ocorrencia de danos 
oxidativos em macromoleculas biologicas, provocada pelas especies 
reativas oriundas do oxigenio. Tais alteragoes oxidativas podem significar 
o desenvolvimento de varias doengas. 
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A hipotese antioxidanle parece indicar que os agentes redutores 
:em a capacidade de prevenir as alteragoes oxidativas e, portanto, nfveis 
elevados reduzem o risco do aparecimento das doen^as cronicas. As 
i:etas contendo substancias que atuam como antioxidantes (frutas, 
vegetais, cereais, oleo e graos) sao provavelmente beneficas para o 
mecanismo de defesa celular, protegendo os componentes da celula das 
alteragoes oxidativas. De modo geral, estas substancias nao tomarao 
saudaveis as celulas ou tecidos doentes, entretanto inibirao ou tomarao o 
progresso dessas mais lentas. 

Os antioxidantes soluveis na fragao lipidica como a vitamina E e 
p-caroteno podem prevenir a forma<;ao do peroxinitrito, e os 
virossoluveis como acido ascorbico, glutationa e acido urico atuam 
r^rnhem diretamente sobre o peroxinitrito, dentre os quais a glutationa 



:e dez vezes mais rapido que os demais em pH neutro. 


Tocoferois 

A vitamina E 6 um termo coletivo que engloba oito diferentes 
produtos sintetizados pelos vegetais, os quais podem ser divididos em 
dcas classes: os tocoferois, que possuem cadeia lateral saturada; e outros, 
jje possuem cadeia lateral insaturada. Desses oito compostos, somente 
^catro sao requeridos nutricionalmente: alfa, beta , gama e 
wigmatocoferoL 

Sao eficientes receptores do oxigenio singlete, sendo o alfa- 
Uocoferol o mais reativo dentre os quatro tipos de tocoferois, combinando 
processos ffsico e qufmico (Figura 3.10). Sua reatividade pelo oxigenio 
r-plete esta relacionada com a atividade da vitamina E: alfa (100%), 
mtta (50%), gama (26%) e sigma (10%). Sua atividade biologica esta 
■efacionada com a habilidade de inibir a oxidagao de acidos graxos 
flKsanirados, interrompendo a rea 9 ao em cadeia na membrana. 


QUlMICO (irreversivel) 


■> QUINONA 


TOCOFEROL + 1 O' 


FISICO (atenuador) 


TOCOFEROL + 3q 2 


Fisico, predomina 


3.10 - Efeito da vitamina E sobre o oxigenio singlete. 
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O atomo de hidrogenio do grupo hidroxila localizado no anel 
aromatico (Figura 3.10) e facilmente removivel. Portanto, reage 
diretamente com os radicals peroxil e alcoxil, doando o atomo de 
hidrogenio- e anulando as reagoes subseqiientes. Atua interrompendo as 
reagoes em cadeia na membrana. 

Diferentemente do caroteno, os tocoferois nao envolvem um 
processo de transference de energia, atuando de duas maneiras: 

- Fisica: interagao direta do nucleo aromatico com o *0,. 

- Quimica: interagao com o '0 2 , formando a quinona. 

Vitamina C 

As fungoes fisiologicas do acido ascorbico estao relacionadas com 
a sua habilidade em doar eletrons. Ela reage rapidamente com os radicais 
superoxido, peroxil e hidroxil e participa da manutengao do balango entre 
os produtos oxidados e o mecanismo de defesa celular dos varios 
antioxidantes (Figura 3.11). 


HO 




o; 


rXX J^~\ 


R-O-O. 


NAD 


CH 9 -HC V 

I 2 I x 0 

OH OH 


Radical 

peroxil 


Vitamina E 


Radical ascorbato 


O OH 



Figura 3.11 - Regeneia^ao da vitamina E pela reasao com o radical peroxil. 

Em sistema biologico, atua sinergisticamente com a vitamina E, 
removendo os radicais livres, formados especialmente na membrana 
celular (Figura 3.11). O radical peroxil formado durante a oxida?ao do 
lipidio remove o atomo de hidrogenio da hidroxila presente no alfa- 
tocoferol, convertendo-o em radical. Este migra para a superficie da 
membrana, onde e convertido novamente em alfatocoferol pela aijao da 
vitamina C. 
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Caroteno 

Insoluvel em agua e soluvel em oleos e gorduras. Ocorre 
complexado com protefnas ou acido graxo nos tecidos vegetais, os quais 
oferecem protegao contra sua oxidagao. O P-caroteno atua como 
antioxidante na remogao de radicals livres, prevenindo a formagao de 
peroxidos, e como atenuador de oxigenio singlete. A sua atividade 
antioxidante e limitada em condigoes de baixa pressao de oxigenio, 
menos de 150 mm Hg; acima disso, funciona como prooxidante. Em 
concentragdes normais de oxigenio, nao atua como antioxidante, portanto 
complementa a agao de outras moleculas antioxidantes, como catalase, 
glutationa peroxidase, vitaminas C e E, as quais sao efetivas em 
concentragoes normais de oxigenio. Em razao da presenga de estrutura 
conjugada (insaturagao), o p-caroteno e sensivel a oxidagao quando 
exposto ao ar. E tambem sensivel a luz, temperatura e acidez. 

Flingoes antioxidantes 

- removedor de radicals livres; e 

- atenuador ffsico do oxigenio singlete. 

A atuagao antioxidante do P-caroteno se verifica pela remogao de 
radicals livres, paralisando, conseqiientemente, a reagao em cadeia (eq. 3.7). 

eq. 3.7 

p-caroteno + ROO -» P-caroteno- 
P-caroteno'+ 0 2 -» p-caroteno-OO* 

P-caroteno’ + ROO -» produto inativo 

Atenuador. Os carotenos sao moleculas polienes conjugadas, 
longas e flexfveis que absorvem e dissipam o excesso de energia de 
especies quimicas altamente reativas, por meio de interagoes rotacional e 
vibracional com moleculas adjacentes. O oxigenio singlete e altamente 
energetico e instavel. Os carotenoides contendo 9, 10 e 11 insaturagoes 
conjugadas sao mais eficientes que todos aqueles com oito ou menos 
insaturagoes conjugadas. Portanto, os carotenoides com nove ou mais 
insaturagoes conjugadas absorvem a energia do oxigenio singlete, 
distribuindo-a na molecula. O carotenoide energizado resultante libera a 
energia na forma de calor, restabelecendo a sua energia em nivel normal; 
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dessa forma, por nao ser consumido, e reutilizado no processo. Por 
exemplo, estima-se que uma molecula de (3-caroteno possa atenuar 1.000 
moleculas de oxigenio singlete. 

O betacaroteno e considerado potente antioxidante natural; soluvel 
em oleos e, ou, gorduras, que protege da oxida 9 ao depositos de gordura e 
os lipfdios da membrana. Atua eficientemente como atenuador ffsico, 
dissipando a energia extra contida no oxigenio singlete (Figura 3.12), tido 
como forte agente mutagenico, em razao da peroxida^ao de lipfdios. 

Os lipfdios insaturados sao um dos principals constituintes da 
membrana celular. Moleculas altamente reativas, como o oxigenio 
singlete CO,), produzem radicals livres no decorrer da reagao com 
moleculas adjacentes. Os radicals livres formados reagem rapidamente 
com lipfdios insaturados presentes na membrana celular, ocasionando 
lesoes ou ate mesmo a sua destrui^ao. O material cromossomico presente 
no nucleo da celula pode ser tambem afetado, tendo como resultado o 
desenvolvimento de celulas cancerosas. 



>CAROTENO » 3 CAROTENO-► 'CAROTENO 

ENERGIA 

Figura 3.12- Efeito atenuador do caroteno. 


Acido Linoleico Conjugado (ALC) 

Acido linoleico conjugado e o nome utilizado para descrever um 
grupo de isomeros do acido octadecadienoico (18:2). As duplas liga^oes 
no ALC sao conjugadas e nao separadas por grupos metileno (-CH 2 -), 
como no acido linoleico (18:2n-6), formando sistema conjugado (ou seja, 
9,11-, 10,12- e 11,13-acidos octadecadienoicos, como mostrado a seguir: 

H H H H 

I I 

CH 3 - (CH,) 4 - c = c - ch 2 - C = C - (CH 2 ) 7 - COOH 
12 9 


acido linoleico 
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- C = C - (CH^ - COOH 
9 
H 

acido linoleico conjugado 

Estes isomeros ocorrem naturalmente em diversos alimentos em 
baixos niveis, os quais, porem, elevados (~ 0,5% da gordura total) em 
carries e leite de ruminantes (boi, cameiro), em razao do processo de 
h'ldrogenagao no rumen do acido Ymoleico. A gordura do 3eite possui 
-0,6% de ALC. Entre todos os alimentos, cames, leite e derivados (queijo, 
manteiga e iogurte) sao as fontes principal de ALC, encontrados em niveis 
de mg/g gordura. O teor de ALC em cames de cameiro e boi varia de 1,2 a 
5,6 mg/g de gordura; e valores mais elevados (0,5 a 12 mg/g de gordura) 
podem ser encontrados em derivados do leite (Tabela 3.4). Na maioria das 
vezes* o isomero do ALC mais comUm em cames e derivados do leite e o 
octadeca-c9, tll-acido dienoico, exceto em oleos vegetais os quais 
possuem diversos tipos. 

Evidencias cientificas sugerem que estes isomeros possuem 
atividades bioquimicas e fisiologicas na protegao de doengas cronicas. 
Estima-se que uma pessoa de 70 kg deve consumir 3,0g ALC/dia para se 
obter os efeitos beneficos. Propriedades anticarcinogenica e antioxidante 
tern sido demonstradas em experimentagao animal. Esses acidos graxos 
compreendem uma serie de oito acidos linoleicos isomeros (9c, lit; 9t, 
11c- 10c, 12t-; lOt, 12c-; 11c, 13c-; 9c, 11c-; 10c, 12c-; 9t,llt; 10t,12t- 
acidos octadecadienoicos), possuem liga 9 oes duplas conjugadas e sao 
coletivamente denominados acidos linoleicos conjugados. Dos varios 
isomeros, o 9c, llt-18:2 e considerado o mais ativo biologicamente, em 
razao de ser o isomero preferencialmente incorporado nos fosfolipidios da 
membrana (Figura 3.6). 

O ALC ocorre em alimentos como resultados da a$ao de certas 
enzimas de origem microbiologica presentes no rumen, da oxidagao 
catalisada por radicais livres e do tratamento termico. E encontrado em 
concentragoes elevadas em produtos de origem animal, como came, 
queijo e derivados, e, em menor quantidade, em oleos vegetais. 
Alimentos de origem animal (ruminante) possuem mais ALC que os 
produtos originados de animais nao-ruminantes. Os derivados do leite, 
especialmente queijos, sao as principals fontes de ALC. 
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Tabela 3.4 - Teor de acido linoleico conjugado em alimentos 


Produto 

ALC 

(mg/g gordura) 

% 

Isomero (c9, tl 1-18:2) 

Leite de vaca 

0,7-10,0 

diversos 

59-100 

Leite de cabra 

6,1-10,30 

diversos 

99-100 

Leite humano 

1,7-36,5 

diversos 

83-100 

Queijos* 

0,5-24,0 

diversos 

15-100 

Manteiga 

4,7-8,2 

c9, til 

78-90 

Iogurte 

1,7-9,0 

c9,tl1 

71-100 

Sorvete 

3,6-5,0 

c9, til 

76-80 

Carne de boi (crua) 

1,2-8,5 

diversos 

21-61 

Carne de boi 
(cozida) 

3,3-10,0 

diversos 

19-84 

Carne de carneiro 

5,6 

c9,tl1 

92 

Carne de porco 

0,6 

c9,tl1 

82 

Carne de frango 

0,9 

c9, til - 

84 

Carne de peru 

2,5 

c9, til 

76 

Oleo vegetal 

0,1-0,7 

Diversos 38-47 


Gema de ovo 

0-0,6 

c9, til 

82 

Peixes 

0,3-0,6 

- 

- 

Oleo vegetal 
hidrogenado** 

0,9-98,3 

diversos 



* Diversos tipos. 

** Aumenta com o tempo de hidrogenagao. 


O mecanismo de a?ao esta relacionado com sua atividade 
antioxidante. Diferentemente dos outros tipos, sao incorporados diretamente 
nos fosfolipidios da membrana, oferecendo adicional mecanismo de defesa 
contra os radicals livres (Figura 3.6). Esta propriedade pode tambem explicar 
a sua a?ao anticarcinogenica. Adicionalmente, ALC reduz colesterol e altera 
a relagao LDL/HDL em animais experimentais. Nao se sabe ainda se a 
quantidade do ALC encontrada em certos tipos de alimentos processados 
possui efeitos biologicos significativos. 
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Auto-Oxidagao do Colesterol 

O colesterol e uma molecula planar, insoluvel em agua, presente 
nas membranas entre a por?ao de hidrocarbonetos dos fosfolipidios; e sua 
presen^a afeta a mobilidade da membrana. E sintetizado no ffgado e 
excretado na circulasao como componente das lipoprotefnas de baixa 
densidade. Os lipidios que circulam na corrente sangufnea (triacilglicerol 
e fosfolipidios) e o colesterol livre ou esterificado estao associados a 
proteinas na forma de macromoleculas complexas que fazem o transporte 
dos lipidios dos locais de absonjao ou de degrada^ao para os locais de 
utiliza?ao e elimina^ao. 

Os lipidios, insoluveis na fase aquosa, para serem absorvidos 
devem ser transportados pelo sangue, um meio aquoso, portanto ha 
necessidade de uma prote^ao destas moleculas para se efetuar este 
transporte. Essa prote^ao e feita por uma estrutura formada por uma 
monocamada de moleculas anfipaticas, ou seja, hidrofobicas e 
hidrofflicas, chamadas de lipoprotefnas. As monocamadas das 
lipoprotefnas sao formadas por fosfolipidios, colesterol livre e proteinas e 
envolvem as moleculas hidrofobicas: os triacilglicerois e o ester de 
colesterol, que formam o recheio da lipoprotefna. 

O primeiro passo nos efeitos de algumas substancias 
biologicamente ativas e a liga^ao desta a uma protefna receptora no 
exterior da celula. Os receptores sao, com freqtiencia, proteinas 
oligomericas. Importante tipo de redeptor e o da lipoprotefna de baixa 
densidade (LDL), a principal transportadora do colesterol na corrente 
sangufnea. A LDL e uma partfcula composta de varios lipidios (colesterol 
e fosfolipidios) e de uma protefna. A por^ao proteica do LDL liga-se ao 
seu receptor em determinada celula. O complexo formado entre o LDL e 
o receptor e internalizado pela celula, pelo processo denominado 
endocitose. O receptor e, entao, reciclado de volta a membrana da celula. 

A ponjao do colesterol da LDL e usada dentro da celula; contudo, 
um suprimento exagerado de colesterol causa problemas, inibindo a 
sfntese do receptor de LDL. Se houver poucos receptores de LDL, o nfvel 
de colesterol na corrente sangufnea ira elevar-se. Finalmente, o excesso 
de colesterol e depositado nas arterias, bloqueando-as gravemente. Tal 
bloqueio, conhecido como aterosclerose, pode levar ao ataque cardfaco e 
a acidentes vasculares. 
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O colesterol devc ser empacotado (o colesterol e apolar e nao pode 
dissolver-se no sangue, que e um meio aquoso) para o transporte na 
circulagao sangufnea, e varias classes dc lipoproteinas (Tabela 3.5) estao 
envoividas no transporte de lipidios no sangue. Esses agregados de 
lipoproteinas normalmente sao classificados por suas densidades. Alem dos 
quilomicrons, os agregados incluem lipoproteinas de muito baixa densidade 
(VLDL), lipoproteinas de densidade intermediary (IDL), lipoproteinas de 
baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de alta densidade (HDL). 

A porgao proteica desses agregados pode variar amplamente. Os 
principals lipidios em geral sao os esteres de colesterol, nos quais o grupo 
hidroxila esta esterificado ao acido graxo. Os quilomicrons estao 
envoividos no transporte de lipidios vindo dos alimentos, ao passo que as 
outras lipoproteinas transportam principalmente os lipidios endogenos. 

As partfculas de LDL sao captadas pela celula por meio de um 
processo altamente regulado de endocitose, no qual uma porgao da 
membrana celular contendo a partfcula de LDL ligada a seu receptor e levada 
para o interior da celula. O receptor retoma a superffcie da celula, ao passo 
que as particulas de LDL sao degradadas nos lisossomos (organelas que 
contem enzimas degradativas). A porgao proteica do LDL e hidrolisada para 
os aminoacidos constituintes, ao passo que os esteres de colesterol sao 
hidrolisados para colesterol e acidos graxos. O colesterol livre pode ser 
utilizado diretamente como componente das membranas; os acidos graxos 
podem ter destino catabolico ou anabolico. O colesterol nao utilizado para a 
sintese de membranas pode ser armazenado como esteres de oleato ou 
palmitoleato, nos quais o acido graxo e esterificado para hidroxila do 
colesterol. 

Um terceiro efeito da presenga de colesterol livre na celula e a 
inibigao da sintese de receptores de LDL. Como resultado da redugao no 
numero de receptores, a sintese intracelular de colesterol e inibida e o 
nfvel de LDL no sangue aumenta, levando a deposigao de placas 
ateroscleroticas. Diferentemente do LDL, que transporta colesterol do 
figado para o resto do corpo, o HDL (bom colesterol) transporta o 
colesterol ate o figado, onde sera degradado para acidos biliares. E 
desejavel ter baixos niveis de colesterol e LDL na circulagao sangufnea, 
mas tambem e desejavel ter uma proporgao tao alta quanto possfvel do 
colesterol total na forma de HDL. 
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O colesterol e uma molecula hidrofobica, ou seja, nao pode ser 
transportado pelo sangue (nao dissolve no sangue, que e um meio 
aquoso); por isso, a natureza criou moleculas organicas denominadas de 
lipoprotemas, que sao hibridas, contendo porgSes polar (protemas) e nao- 
polar (gorduras), as quais empacotam o colesterol para o transporte na 
circulagao sangufnea. Varias classes de lipoprotemas (Tabela 3.5) estao 
envolvidas no transporte de lipidios no sangue. 

As lipoprotemas sao divididas em dois grandes tipos: de transporte 
e de membrana. As lipoprotemas do plasma ocorrem em quatro principals 
classes, que diferem entre si pela densidade e pelo tamanho das 
particulas. Tern a fungao de transporter, via corrente sangiimea, os 
lipidios para os varios orgaos, na forma de pequenas particulas de 
diametro e peso constante. 

As particulas de quilomicrons sao as maiores e menos densas, 
enquanto as do HDL sao menores e mais densas. O aumento na densidade 
das lipoprotemas esta associado com a diminuigao correspondente no teor 
de lipidios e o aumento no teor de protefna. O VLDL possui a mais 
elevada quantidade de colesterol, e o HDL, de fosfolipidios. 


Tabela 3.5 - Principals classes de lipoprotemas do plasma 



Quilomicrons 

VLDL 

LDL 

HDL 

Densidade (g/ml) 

<0,94 

0,94- 1,006 

1,006- 1,063 

1,063 - 1,210 

Tamanho partfcula (nm) 

75- 1.000 

30-50 

20-22 

7,5-10 

Protefna (%) 

5 

10 

20 

45-55 

Triglicerfdio (%) 

65 

55-65 

12 

3 

Fosfiolipfdio (%) 

10 

15-20 

22 

24 

Colesterol livre (%) 

5 

5 

10 

3 

Colesterol esterificado (%) 

15 

15 

37 

20 


VLDL - lipoprotema de densidade muito baixa; LDL - lipoprotefna de baixa densidade; 
HDL - lipoprotefna de alta densidade. 


Os quilomicrons transportam os lipidios absorvidos do intestino 
para os tecidos; as lipoprotemas de densidade muita baixa (VLDLs) 
transportam os lipidios produzidos no figado, ou seja, a partir de agucar e 
alcool, para o tecido adiposo; as lipoprotemas de baixa densidade (LDLs) 
transportam o colesterol sintetizado no figado para os tecidos; e as 
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lipoprotemas de alta densidade (HDLs) realizam o transporte do 
colesterol dos tecidos para o figado. 

O colesterol e sintetizado no figado a partir do acetato (Figura 
3.13), por meio de uma serie de rea^oes: aceloacetil-CoA reage com 
acetil-CoA formando $-hidroxi-$-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Este e 
reduzido para acido mevalonico e convertido via fosforila 9 ao e 
descarboxila^ao para pentenil-pirofosfato. A condensa^ao de tres 
moleculas do isoprenoide pirofosforilado forma o farnesil pirofosfato, e a 
posterior condensagao forma o esqualeno, que e convertido em 
lanosterol Este ultimo e o precursor do colesterol. 

Alem de ser sintetizado no figado, o colesterol e tambem parte da 
dieta, tanto na forma livre quanto na forma esterificada com acidos 
graxos. Por nao ser considerado um nutriente essencial, nao ha nenhum 
requerimento de sua ingestao, pois o organismo e capaz de sintetiza-lo 
em quantidade suficiente. O seu nivel no plasma, em muitas pessoas, 
mantem-se inalterado mesmo depois de ingerido. Este mecanlsmo de 
controle diminui a quantidade sintetizada de colesterol quando se 
aumenta sua ingestao. 

O colesterol absorvido leva a forma^ao do complexo lipoproteina- 
colesterol, que regula a sua srntese endogena, inibindo a redu 9 ao do 
HMG-CoA para acido mevalonico (Figura 3.13) pela redutase, localizada 
na membrana microssomal. Este mecanismo esta ausente em certa 
percentagem na especie humana; altos niveis de colesterol no plasma sao 
conseqiiencias da elevada sintese (predispos^ao genetica). Portanto, 
restringir a ingestao de colesterol nao reduz o seu nivel no sangue. Em 
media, um individuo adulto e capaz de sintetizar de duas a quatro vezes 
mais colesterol que a quantidade ingerida para satisfazer sua necessidade 
de manuten 9 ao das estruturas das membranas, na biossintese de 
hormonios esteroides e de acidos biliares. 
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Ac. Gmxo Carboidrato Aminoacido 

i 

Acetil - CoA 

i Acetil-CoA 
Acetoacetil-CoA 

4 - Acetil-CoA 

Hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA) 

1 HMG-CoA redutase 
Acido mevalonico 

i 

i 

i 

Isopentenil ac. pirofosfato 

i 

Famesil pirofosfto 

i 

Esqualeno 

I 

Lanosterol 

1 

Constituinte da membrana <— Colesterol —» Testosterona 


Cortisol Sais biliares Estradiol 
Figura 3.13 - Sfntese do colesterol. 

Por outro lado, vale mencionar que o colesterol e um esterol 
precursor de diversas e importantes moleculas no organismo animal, 
como a vitamina D 3 (importante no metabolismo do calcio), sais biliares 
(na digestao de lipidios), glicocorticoides (no controle do metabolismo de 
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carboidratos), mineral corticoides (no metabolismo do sodio), e 
estrogenios e progesterona (hormonio de reprodugao). Outro fato 
importante e que o colesterol e sintetizado no organismo em razao da sua 
fungao metabolica, portanto, se nao ingerimos o colesterol pelo alimento, 
este sera produzido naturalmente. 

QuestSes tern sido levantadas sobre a extensao da influencia da 
dieta sobre o colesterol e a relagao deste com as doengas coronarianas. A 
hipotese de que a hipercolesterolemia e a principal causa de doengas 
coronarianas tern sido atribufda a ingestao de lipfdios. Entretanto, nos 
ultimos anos, a relagao entre os produtos oriundos da oxidagao de lipfdios 
e as doengas cardiovasculares tern ganhado consideravel suporte 
cientffico; ou seja, lipfdios oxidados sao mais prejudiciais as arterias que 
o lipfdio nativo. E obvio que a diminuigao da ingestao de lipfdios reduz a 
exposigao dos produtos oriundos da sua oxidagao; portanto, o colesterol e 
considerado inocuo, a menos que seja convertido em produtos oxidados 
(Figura 3.14). 

A hipotese "resposta a injuria" explica a arterioesclerose como uma 
resposta inflamatoria cronica a injuria do endotelio, culminando com 
interagoes celulares e moleculares complexas. A formagao elevada de 
radicais livres, provocada pelos estfmulos inflamatorios e outros, 
promove a oxidagao da fragao lipfdica do LDL. Os produtos desta 
oxidagao sao bioativos e induzem a secregao de citoquinas, os fatores de 
crescimento e de diversas moleculas .com propriedades adesivas na 
superffcie da celula, alem de inibirem a produgao de vasodilatadores 
(prostaciclina e oxido nftrico). Em resposta aos fatores de crescimento e a 
citoquina, as celulas da musculatura lisa proliferam, resultando no 
estreitamento do lumen. 

O colesterol, como os lipfdios insaturados, e oxidado com a 
formagao de peroxido de forma similar aos acidos graxos insaturados. A 
sua oxidagao resulta na formagao de diversos derivados oxigenados 
(Figura 3.14), denominados oxidos de colesterol, os quais podem ser 
formados durante o processamento do alimento ou in vivo. 
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Radical alllico 


Radical peroxil 




7-Hidroxicolestcrol 



7-Cctocolestcrol 


Figura 3.14 - Oxidagao do colesterol. 


A auto-oxidagao do colesterol e iniciada pela remogao do 
hidrogenio na posigao C-7, com a formagao do radical livre. Este reage 
com o oxigenio triplete ( 3 0 2 ), formando o radical peroxil; posteriormente 
e estabilizado pela remogao de outro atomo de hidrogenio, formando 
peroxidos isomericos, os quais sao termicamente instaveis, dando origem 
a diversos produtos secundarios. De forma semelhante a fotoxidagao dos 
acidos graxos, o colesterol pode ser tambem oxidado pela agao do 
oxigenio singlete ( l 0 2 ), obtido a partir do oxigenio triplete pela agao 
fotoqufmica, em diversos derivados. 

Os derivados da oxidagao do colesterol podem tambem ser 
formados em situagao de deficiencia de antioxidantes naturais. Neste 
caso, o colesterol e utilizado como antioxidante, e os produtos desta 
reagao com os oxidantes endogenos sao os oxidos de colesterol. Alto 
consumo de acidos graxos polinsaturados e baixa ingestao de 
antioxidantes (vitaminas E e C, selenio, polifenois) estao correlacionados 
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com a elevada oxidagao do LDL, e a presenga de oxido de colesterol 
nesta lipoprotema afeta a permeabilidade endotelial. 

Em alimentos, os fatores que afetam a oxidagao do colesterol sao 
pH, a w , oxigenio, temperatura, radiagao, fotossensores, metais, tempo de 
armazenamento e teor de colesterol. A adigao de antioxidantes (BHA, 
BHT, GP, tocoferois) previne a sua oxidagao. 


Protegao do LDL por Antioxidante 

As lipoprotemas de baixa densidade (LDL) sao complexos 
constituidos de lipidios e proteinas presentes no plasma sangiimeo rico 
em colesterol. A sua fimgao e de suprir as celulas de colesterol. Para 
realizar esta tarefa, o LDL se liga inicialmente as proteinas receptoras 
localizadas na superficie da celula, para entao transferir o colesterol para 
o seu interior. Elevado plasma colesterol (> 250 mg/100 ml) significa que 
esses receptores nao funcionam adequadamente, de forma que o nivel de 
LDL sangiimeo e de colesterol se toma muito elevado, aumentando a sua 
disponibilidade para a oxidagao. As proteinas associadas a membrana 
podem entao ser danificadas pelos radicals livres formados pela oxidagao 
de lipidios. 

A oxidagao do LDL e um processo mediado por radicals livres, 
resultando em diversas alteragoes funcionais e estruturais. O processo inicial 
ocorre pela oxidagao de acidos graxos polinsaturados presentes no LDL, pela 
remogao do ('H) presente nas insaturagoes pelas especies reativas oriundas 
do oxigenio, seguido do rearranjo da molecula com a formagao de ligagoes 
duplas conjugadas (Capitulo 1). Durante este processo, a velocidade da 
oxidagao depende dos antioxidantes endogenos. Apos sua exaustao na fase 
de propagagao, outro (‘H) e removido pelo radical peroxil (ROO’) de outra 
molecula de acido graxo insaturado, resultando na formagao do peroxido. O 
colesterol no LDL pode ser entao oxidado para oxiesterois. A fase de 
propagagao e seguida da fase de decomposigao ou degradagao, ocorrendo 
formagao de aldeidos como o malonaldeido, hidroxinonenal e hexanal, os 
quais podem provocar a formagao de ligagoes cruzadas com gmpos amina da 
proteina do LDL. 
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esta relacionado com a regeneragao do a-tocoferol (Figura 3.11) 
associado as lipoprotemas, e a agao do acido urico se verifica pela 
formagao de complexo com metais. Este ultimo, produto final do 
metabolismo das purinas, nao pode ser utilizado como suplemento na 
dieta, pois quantidades elevadas levam a formagao de “gota”. 

O sistema enzimatico descrito no Quadro 3.1 e complementado 
pela agao de antioxidantes oriundos da dieta. Embora ainda nao existam 
evidencias in vivo de que a ingestao de vinho tinto (alta concentragao de 
compostos fenolicos: 1.800- 3.200 mg/L e trans-resveratrol: 3,5,4- 
triidroxiestilbeno: 0,44-11,67 mg/L) (Tabela 3.6) reduz a oxidagao de 
LDL, estudos realizados in vitro , monitorando a formagao do hexanal via 
autoxidagao do LDL catalisado pelo Cu ++ , confirmam a redugao de forma 
mais eficiente que o tocoferol. Se consumido regularmente de forma 
moderada, em mveis de 150-300 mL/dia, isto representa o suprimento de 
antioxidantes equivalente a 50-100 mg da enzima superoxido dismutase, 
o que certamente oferece protegao adicional a inibigao da oxidagao in 
vivo dos componentes celulares. 


Tabela 3.6 - Principals constituintes fenolicos em vinho 


Fenol 

• Vinho tinto (mg.ml 1 ) 

Vinho branco (mg.ml 1 ) 

Catequina 

191-360 

35 

Epicdtequina 

82-100 

21 

Acido galico 

95 

7 

Cianidina 

3 

0 

Quercetina 

8-10 

0 

Miricetina 

9 

0 

Resveratrol 

1,5 

0 
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Colesterol no Processamento de Alimentos 

No processamento de alimentos, o colesterol e facilmente oxidado 
presen^a de ar, especialmente quando aquecido, e alguns dos produtos 
formados podem se acumular nas paredes arteriais. Sabe-se que uma 
quantidade substancial de colesterol e obtida pela dieta e que varios 
nemos utilizados sao aquecidos antes do seu consumo. Diversas 
opera§oes utilizadas no processamento do alimento podem induzir a 
forma 9 ao de oxidos de colesterol: 


1) Aquecimento do alimento com ar. 

2) Spray drying, utilizando aquecimento direto. 

3) Irradiagao com a luz fluorescente na presen 9 a de ar. 
- j Incorpora^ao de agentes oxidantes. 

5) Desidrata^ao. 

6) Freeze drying. 

7) Fritura em gordura animal. 


8) Enlatamento. 

Os produtos oriundos da oxida§ao do colesterol (Figura 3.14) sao 
rapidamente absorvidos e incorporados nas liproprotemas de alta 
densidade, baixa densidade e muito baixa densidade. Estudos tern 
demonstrado que os produtos derivados da sua oxidaqao. e nao o 
colesterol, sao os responsaveis pelos efeitos citotoxicos, aterogenicos, 
angiotoxicos e enzimaticos. Os oxidos de colesterol inibem a sintese de 
colesterol, resultando na diminuicjao de seu nivel nas membranas e 
ocasionando injuria celular, resultante do mal funcionamento (afeta o 
transporte de ions, principalmente calcio, e a permeabilidade aos cations 
divalentes e glicose). Portanto, a preven^ao da oxida^ao de lipidios, em 
vez da remo^ao do colesterol da dieta humana, e importante fator a ser 
considerado na prevencjao de doen 9 as coronarianas. 


O colesterol, na ausencia de fatores que induzem a oxida 9 ao, e 
estavel; entretanto, pode ser auto-oxidado em diversas circunstancias. O 
processo oxidativo e acelerado pelo oxigenio, calor e pela exposi 9 ao a luz 
UV. O carbono localizado na poskjao 7 (Figura 3.14) da molecula do 
colesterol e sensivel ao ataque do oxigenio; mais de 60 compostos 
diferentes ja foram identificados. 
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Dentre as principals fontes de colesterol na dieta (ovo, leite e 
carne), o ovo e o mais rico (0,5%). A excegao do ovo, os demais produtos 
sao freqiientemente submetidos a varios tipos de processamento 
(aquecimento prolongado, iluminagao durante o armazenamento etc.) 
antes de serem consumidos. Es::es tratamentos sao os responsaveis pela 
indugao a oxidagao do colesterol. 

A gema de ovo “fresca” nao possui substancias oxidadas do 
colesterol, mas o produto industrializado (desidratado) contem varias: 
7a-hidroperoxido, 7p-hidroperoxido, 25-hidrocolesterol, 7-cetocolesterol 
etc. O nivel dessas substancias aumenta durante o armazenamento, 
variando de 21 a 137 |Lig/g. 

O processamento e o armazenamento por periodos prolongados 
do leite e derivados oferecem amplas oportunidades para a oxidagao 
do colesterol, e varias delas estao presentes. O armazenamento da 
manteiga a 4 °C durante quatro a seis meses resulta no aumento da 
concentragao do 5a, 6a-epoxi, 7p-hidroxi e 7-cetocolesterol. A 16 °C. 
o efeito e ainda maior, e a exposigao a luz fluorescente acelera a 
formagao de produtos oxidados. A utilizagao de embalagens 
adequadas (aluminio) previne a reagao fotoxidativa do colesterol. 

No leite em po e no condensado ocorre tambem a formagao de 
diversas substancias oxidadas; todavia, no leite pasteurizado. 
esterilizado e evaporado nao ocorre a oxidagao do colesterol. O 
aquecimento da gordura animal resulta na formagao do 
7-cetocolesterol, 7a-hidroxi, 7P-hidroxi e 5a, 6a-epoxicolesterol. 

Alimentos de origem animal, como carne de boi, porco, frango e 
carneiro, gorduras do leite, peixes e ovos, sao considerados as 
principals fontes de colesterol na dieta. Os teores, em alguns produtos. 
estao listados na Tabela 3.7. 

Os produtos oriundos da oxidagao do colesterol sao encontradcs 
em varios alimentos (Tabela 3.8). O aquecimento do colesterol ni 
presenga de oxigenio promove a rapida oxidagao; e estes produtos ter~ 
sido detectados em alimentos como leite, ovo, carne e derivados. 
submetidos a temperatura elevada de processamento e a condigoes 
oxidativas, com tendencia de aumentar durante o armazenamento. 
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Tabela 3.7 - Variagao no conteudo de colesterol de alguns alimentos de 
origem animal 


Produto 

Quantidade 

(mg/100 g) 

Ovo inteiro (colesterol se encontra na gema) 

385 

Rim de porco 

-600 

Ffgado 

-400 

Manteiga 

240 

Carne de porco / boi / carneiro 

80-110 

Carne de boi magra 

42-78 

Frango: 


peito 

58-67 

coxa 

83 - 148 

pele 

109-130 

Peru: • 


carne branca assada 

68-94 

carne escura assada 

74-130 

Bacalhau 

43-61 

Camarao 

97 - 164 

Leite 

14 

Queijo 

100 

Peixe 

60- 100 

Frutas/graos/vegetais 

0 


Durante a secagem do ovo {spray-drying), o produto e 
atomizado e aquecido com ar quente. A grande area obtida pela 
atomizagao e a temperatura de secagem (60 °C) aceleram as reagoes 
entre os lipidios e o oxigenio molecular, formando diversos oxidos de 
colesterol. Alguns produtos oxidados sao acumulados na parede 
arterial, e a utilizagao de antioxidantes retarda a sua oxidagao. 

Em produtos derivados do leite, o 7-cetocolesterol e 
7-hidroxicolesterol sao as especies dominantes oriundas da oxidagao do 
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colesterol. Ambos estao envolvidos na inibi^ao da 3-hidroxi-metilglutaril 
coenzima A (HMG-CoA redutase) (Figura 29), resultando na smtese 
insuficiente de colesterol e no mal funcionamento das celulas. 

Tabela 3.8 - Nfveis (ppm) de produtos oriundos da oxidaijao do colesterol 
durante o processamento e, ou, armazenamento 


Produto 

Niveis (ppm) 

Carne de frango (liofilizada) 

Carne de boi (liofilizada) 

Alimento infantil (enlatado) 

Ovo em p6 

Batata frita 

Queijo chedar (ralado) 

Manteiga 

Manteiga aquecida (170 °C/10 min) 

Peixe defumado 

Peixe enlatado 

Peixe saigado 

8- 78 

9- 63 

8-20 

29-211 

11-39 

6-57 

2,6 - 14 

0,1 - 126 

2,4 - 26,8 

2,0 - 37 

0,05 - 257 


Determinacao de Compostos Fenolicos: 
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Exragao 

- Amostra: maga/batata, descascar (1-2 mm de espessura). 

-Tomar 5,0 g da casca mofda em nitrogenio lfquido (mortar). 

- Transferir a amostra para o becker com a solugao 70% metanokagua 1:1 

l»/v). 

- Homogeinizar, filtrar em papel de filtro Whatman n° 1. 

Reagente Folin-Ciocalteu 

- 0.2 mL da amostra + 10 mL do reagente Folin-Ciocalteu + 0,8 mL da 
solugao de Na 2 C0 3 (7,5% solugao aquosa), agitar e deixar em repouso 
durante 30 min em temperatura ambiente. 

- Fazer a leitura em 760 nm. 

* O teste em branco consiste da mistura de agua e reagentes. 

Curva padrao 

- Utilizar o acido galico em metanol na concentragao 0 - 600 jag/mL. 

- Expressar o resultado em fig de acido galico equivalente/mL de solugao 
da amostra. 
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EmulsAo/Emulsificantes 


Introdugao 

Emulsao e um sistema heterogeneo que consiste em um lfquido 
imiscfvel, completamente difuso em outro, na forma de gotfculas com 
diametro superior a 0,1 micron. A formagao de uma emulsao, portanto, 
requer energia para manter as gotfculas dispersadas na fase contfnua, 
sendo intrinsecamente instavel; com o tempo, as gotfculas da fase 
dispersa serao atrafdas, resultando na separa^ao das fases. As formas 
envolvidas na estabilidade da emulsao dependem do balan^o das forgas 
associadas com a interface do oleo e da agua. Deduz-se, no entanto, que 
isso e termodinamicamente desfavoravel e, por esse motivo, tal processo 
mostra estabilidade minima, que pode ser aumentada pela adigao de 
agentes ativos de superffcie. 

Para se fazer uma emulsao, e necessario oleo, agua, emulsificante e 
energia (geralmente energia mecanica). A energia e necessaria para 
deformar e romper os globulos, pela agita^ao intensa. Industrialmente 
utilizam-se homogeinizador de alta pressao para se produzirem gotfculas 
de 0,2 fim de diametro, e o emulsificante e entao transportado para a nova 
interface por convec^ao. 

Para se obter estabilidade ffsica, as emulsoes requerem a adi?ao de 
emulsificante que sao moleculas ativas de superffcie com propriedades 
ampifflicas (interage com a interface do oleo e da agua reduzindo a 
tensao superficial). Entretanto, os emulsificantes sao capazes de interagir 
com outros componentes dos alimentos; portanto, a escolha e muito 
significativa para a estabilidade ffsica e oxidativa da emulsao. A 
aparencia visual de emulsao O/A sera quase transparente se as gotfculas 
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possufrem diametro de 0,03 jLtm; opaca, com diametro de 0,3 fim) e de 
colora?ao do oleo (geralmente amarela) para goticulas com 3 /Ltm. 

As emulsoes sao classificadas de acordo com a distribui^ao de suas 
fases: oleo e agua. Se as goticulas de oleo estao dispersas na fase aquosa, 
e denominada emulsao do tipo oleo/dgua (O/A) ( maionese , leile, creme e 
sopas). Quando, ao contrario, as goticulas dc agua estao dispersas na fase 
oleosa, tem-se a emulsao do tipo agua/oleo (A/O) ( margarina, manteiga). 
A substancia que forma as goticulas em uma emulsao denomina-se fase 
dispersa ou interna , enquanto o liquido envolto e a fase continua ou 
externa. (Figura 4.1). 



Emulsao oleo/agua 


Emulsao agua/oleo 


Figura 4.1 - Tipo de emulsao. 

E possfvel formar uma emulsao homogeneizando (redugao do 
tamanho das goticulas) oleo puro em agua, mas as duas fases se separam 
rapidamente formando um sistema que consiste de uma camada de oleo 
(baixa densidade) no topo e de uma camada de agua (alta densidade). Isto 
acontece em razao da tendencia das goticulas de se colidirem, o que 
aumenta seu tamanho, ocorrendo, portanto, completa separa^ao. 

A for?a responsavel por este processo advem do fato de o contato 
entre moleculas de oleo e da agua ser energeticamente desfavoravel, uma 
vez que as emulsoes sao um sistema termodinamicamente instavel. No 
entanto, e possfvel formar emulsoes cineticamente estaveis por um 
perfodo de tempo razoavel (dias, semanas, meses ou ano), adicionando-se 
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sabstancias denominadas emulsificantes e, ou, espessantes antes da 
bomogeneizagao. 


Complexidade da Emulsao 

A maioria das emulsoes em alimentos e muito mais complexa que 
simplesmente os tres componentes (oleo, agua e emulsificante). A fase 
iquosa pode conter diversos ingredientes soluveis, incluindo moleculas 
de agucares, sais, acidos, bases, proteinas e carboidratos. A fase oleosa 
seralmente contem uma mistura complexa de componentes soluveis 
como trigliceridios, digliceridios, monogliceridios, acidos graxos livres, 
esierois e vitaminas. (Tabela 4.1). Os constituintes de uma emulsao 
imeragem entre si, tanto fisica quanto quimicamente, determinando a 
caracteristica fisico-quimica e as propriedades organolepticas do produto 
final. 

Tibela 4.1- Ingredientes tipicamente encontrados em emulsao 


Macrocomponentes 

Microcomponentes 

Agua 

Emulsificantes 

Lipidios 

Minerals 

Proteinas 

Gomas 

Carboidratos 

Flavor 


Pigmentos 


Conservantes 


Vitaminas 


Conceitualmente, deve-se dividir a emulsao em tres regiSes 
distintas: interior das gotfculas, fase continua e regiao interfacial (Figura 
-.2). A regiao interfacial pode conter uma mistura de varios 
componentes, incluindo-se proteinas, fosfolipidios, alcoois e particulas 
solidas. Alem disso, esses componentes podem formar varios tipos de 
entidades estruturais no oleo, na agua ou nas regioes interfaciais, como 
oristais de gordura, cristais de gelo, agregados de proteinas, bolhas de ar e 
rricelas. Adicional complicagao advem das varia^Ses de temperatura, 
oressao e agitagao mecanica a que esta sujeito o produto durante sua 
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produgao, armazenamento e distribuigao, podendo causar alteragoes 
significantes em suas propriedades. 



Figura 4.2 - Emulsao do tipo oleo/agua. 


Lipfdios (oleos e gorduras) 

Oleos e gorduras sao partes de um grupo de compostos 
denominados lipfdios, sendo os triacilglicerois os tipos de lipfdios mais 
comuns em alimentos. Sao passfveis de diversas alteragoes qufmicas 
durante o processamento, armazenamento e consumo do alimento. 
gerando substancias que podem ser tanto desejaveis quanto indesejaveis 
ao flavor. O controle dessas reagoes requer o conhecimento da quimica 
dos lipfdios e das emulsSes. De modo geral, as emulsoes sao opacas em 
razao da dispersao da luz pelas gotfculas. 

As alteragoes qufmicas mais importantes que ocorrem naturalmente 
em oleos/gorduras sao a lipolise e a oxidagao (Capftulo 1). A lipolise e o 
processo de hidrolise da ligagao ester por certas enzimas (lfpases) ou pela 
combinagao do calor e da umidade, que tern como resultado a liberagao 
de acidos graxos, que pode ser tanto desejavel quanto indesejavel para a 
qualidade do produto. Alem disso, os acidos graxos livres sao mais ativos 
na superffcie que os triacilglicerois, portanto acumulam-se 
preferencialmente na interface (oleo/agua ou ar/agua), aumentando a 
suscetibilidade a oxidagao e a tendencia de colescencia das gotfculas da 
emulsao. 

O termo oxidagao de lipfdios refere-se a uma serie extremamente 
complexa de reagoes qufmicas envolvendo acidos graxos insaturados e 
oxigenio. Por conveniencia, essas reagoes sao divididas em tres 
diferentes estadios: inicial, de propagagao e terminal. A reagao inicial 
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ocorre quando o atomo de hidrogenio e removido do grupo metileno 
(- CH = CH -) do acido graxo insaturado, formando radical livre 
(- CH = CH - CH ‘ -). Este processo ocorre a partir de uma variedade 
de diferentes iniciadores presentes no alimento, incluindo peroxidos, 
ions metalicos de transigao, luz UV e enzimas. E interessante notar que 
muitos destes iniciadores sao predominantemente soluveis em agua, os 
quais tern importantes implicates para a oxidagao do oleo 
emulsificado. O iniciador precisa se movimentar atraves da membrana 
interfacial ou interagir ao longo desta para obter o contato com o oleo. 
Uma vez formado o radical livre, este reage com o oxigenio para formar 
o radical peroxil (- CH - COO * -). Esses radicals sao altamente reativos e 
capazes de remover atomos de hidrogenio de outros acidos graxos 
insaturados, propagando, portanto, a reagao de oxidagao. A reagao 
terminal ocorre com a interacao de dois radicais livres formando um nao- 
radical e, assim, finalizando a sua participagao na reagao (Capltulo 1). 

Durante a oxidagao de lipldios, diversas reagoes de decomposigao 
ocorrem simultaneamente, levando a formagao de misturas complexas de 
produtos, incluindo aldeidos, cetonas, alcoois e hidrocarbonetos. Varios 
desses produtos sao volateis e, portanto, contribuem com o odor 
caracterfstico associado com a oxidagao de lipldios. Alguns desses 
produtos sao ativos na superflcie e acumulam-se na interface oleo/agua 
ou ar/agua, enquanto outros sao soluveis em agua e, por isso, migram 
para a fase aquosa da emulsao. 

Agua 

A molecula de agua e composta de dois atomos de hidrogenio co- 
valentemente ligados ao atomo de oxigenio (Figura 4.3). Por ser 
altamente eletronegativo, o atomo de oxigenio atrai os eletrons 
associados ao atomo de hidrogenio. Isto acarreta carga parcialmente 
positiva (5 + ) em cada atomo de hidrogenio e carga parcialmente negativa 
no atomo de oxigenio (8‘). As pontes de hidrogenio sao formadas entre 
pares solitarios de eletrons do atomo de oxigenio da molecula de agua e 

um atomo de hidrogenio da molecula de agua vizinha (O - H 5+ .O 5 "). 

Alem de formar pontes de hidrogenio entre si, as moleculas de agua sao 
capazes de formar pontes de hidrogenio com as moleculas polares, como 
acidos organicos, bases, protemas e carboidratos. 
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Figura 4.3 - Pontes de hidrogenio: quando a liga 9 ao O-H e linear com 


atomo receptor, a ponte de hidrogenio formada possui 
estabilidade maxima. 


A fase aquosa da maioria das emulsoes possui uma variedade de 
constituintes soluveis em agua, incluindo minerais, acidos, bases, 
flavors, conservantes, vitaminas, a^ucares, emulsificantes, protefnas e 
polissacarldios. A intera 9 ao entre estes constituintes e moleculas de 
agua determina a solubilidade, volatilidade, parti 9 ao, conforma 9 §o e 
reatividade quimica de varios ingredienles do alimento. 

Muitos dos solutos presentes na emulsao podem ser ionicos ou 
capazes de ser ionizados, incluindo sais, acidos, bases, protefnas e 
polissacarldios. O grau de ioniza 9 ao de varios destes solutos e 
governado pelo pH da solu9ao aquosa, portanto as intera 9 oes sao 
particularmente sensfveis ao pH. 

As intera 9 oes fon-dipolo, que ocorrem entre o soluto ionico e a 
molecula de agua, sao geralmente mais fortes que as intera 9 oes dipolo- 
dipolo, que ocorrem entre pares de moleculas de agua. Conseqiien- 
temente, as moleculas de agua presentes na vizinhan 9 a do fon tendem a 
se orientar de forma que as cargas opostas se voltem para o fon. Assim, 
ions carregados positivamente promovem o alinhamento das moleculas 
de agua, de modo que o grupo parcialmeilte carregado (8') se volte para 
o fon, enquanto o inverso (8 + ) tambem se volte para o fon carregado 
negativamente (Figura 4.4). 

Varios ingredientes presentes no alimento possuem moleculas que 
content grupos dipolares incluindo alcoois, a9ucares, protefnas, 
polissacarldios e emulsificantes. A agua e capaz de participar da intera 9 ao 
dipolo-dipolo com os solutos dipolares. O tipo mais importante de 
intera 9 §o dipolo-dipolo e entre agua e os solutos doadores de hidrogenio 
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(_ O - H s+ ) ou receptores ( 8 "0 -). A forga das pontes de hidrogenio entre 
agua e este tipo de soluto dipolar e similar a que se observa entre duas 
moleculas de agua. A adigao de urn soluto dipolar em agua, entretanto, 
'em menos influencia na mobilidade e organizagao das moleculas de agua 
da vizinhanga que o soluto ionico similar em tamanho. As interagSes 
entre grupos dipolares e a agua determinam grande numero de 
importantes propriedades dos componentes do alimento na emulsao. 

A hidratagao de grupos dipolares das moleculas dos emulsificantes 
sao parcialmente responsaveis pela sua estabilidade a agregagao. Quando 
o emulsificante e aquecido, os grupos polares se tomam 
progressivamente dcsidratados, provocando agregados de moleculas. 



Figura 4.4 - Organizagao da molecula de agua em tomo de ions em 
solugao aquosa. 

As macromoleculas, como protefnas e alguns polissacaridios, 
atuam tambem como emulsificantes, conferindo estabilidade a emulsao 
por longos periodos. Os emulsificantes mais comuns utilizados na 
industria de alimentos sao: proteinas (caseina, soro, soja e ovo), 
fosfolipidios e pequenas moleculas de surfactantes com PM nafaixa de 
500 a 1.300 (polissorbatos, monoacilglicerol, lecitinas etc.). 

Como utilizado na industria de alimentos, o termo emulsificante 
refere-se a moleculas de pequeno tamanho e nao necessariamente confere 
estabilidade prolongada: simplesmente possui a capacidade de adsorver 
rapidamente na nova superficie criada durante a emulsificaqdo; 
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portanto, protege as novas goticulas de oleo ou de agua formadas de 
imediata coalescencia. A estabilidade prolongada e obtida por protemas 
ou polissacaridios. O bom emulsificante mantem as goticulas separadas 
tao logo sejam formadas, protegendo a emulsao da coalescencia durante o 
armazenamento prolongado. 

Os emulsificantes naturais presentes no ovo e leite sao utilizados 
para se elaborar emulsao em nivel domestico e industrial. Grande 
variedade de emulsificantes sinteticos e utilizada comercialmente, 
algumas vezes para melhorar a emulsificagao e outras qualidades 
desejaveis ao produto durante o processamento, o armazenamento e a 
distribuigao. De fato, muitos dos chamados emulsificantes sao utilizados 
em certos produtos nao com o proposito de emulsificagao, mas visando o 
controle da cristalizagao da gordura e a inibigao da retrogradagao do 
amido. 

Emulsoes do tipo oleo/agua sao estabilizadas por emulsificantes 
soluveis em agua, ao passo que as emulsoes agua/oleo sao estabilizadas 
por emulsificantes soluveis em oleo. 


Agao do Emulsificante 

Os emulsificantes sao moleculas ativas que aderem a superficie das 
goticulas formadas durante a homogeneiza<jao e constituent assim, uma 
membrana protetora que impede que as goticulas se aproximem o 
suficiente, evitando a agrega 9 ao. Sao moleculas ampifilicas (possuem 
regioes polar e nao-polar na niesma molecula)\ e as. mais .utilizadas na 
industria de alimentos sao as proteinas, pequenas moleculas de 
surfactantes e fosfolipldios. Os agentes espessantes (polissacaridios) sao 
ingredientes utilizados para aumentar a viscosidade da fase contmua da 
emulsao, retardando a movimenta 5 ao das goticulas e, portanto, 
aumentando a estabilidade. 

A maioria das emulsoes em alimentos compreende tres regioes que 
apresentam diferentes propriedades fisico-quimicas: interior das 
goticulas, fase continua e interface (Figura 4.2). As moleculas em 
emulsao distribuem-se nestas tres regioes de acordo com a sua 
concentra 9 ao e polaridade. As moleculas nao-polares tendem a se 
localizar na fase oleosa, as polares, na fase aquosa; e as ampifilicas, na 
interface. As moleculas podem se mover de uma regiao para outra 
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quando ocorre alguma alteragao nas condigdes era que se encontra 
\ alteragao na temperatura ou diluigao). 

A principal fungao dos emulsificantes e promover a formagao e a 
estabilidade da emulsao; entretanto, podem tambem alterar suas 
propriedades de diversas maneiras (interagindo com protefnas ou com 
polissacaridios). O emulsificante e uma molecula ampifflica que possui 
grupos hidrofflicos com afmidade pela agua e um grupo lipofilico com 
afinidade pelo oleo. Os grupos polares podem ser anionicos, cationicos, 
zwiterionicos ou nao-ionicos. 

Os emulsificantes utilizados pelas industrias de alimentos sao 
principalmente do tipo nao-ionico, anionico e zwiterionico (ambos 
possuem os grupos positiva e negativamente carregados na mesma 
molecula, a exemplo da lecitina). A porgao lipofflica consiste de uma ou 
mais cadeia de hidrocarbono contendo de 10 a 20 atomos de carbono. As 
cadeias podem ser saturadas ou insaturadas, linear ou ramificada, alifatica 
e, ou, aromatica. A maioria, utilizada em alimentos content uma ou duas 
cadeias lineares alifaticas, podendo ser saturadas ou insaturadas. Cada 
tipo de emulsificante apresenta propriedades funcionais que sao 
determinadas unicamente pela sua estrutura qufmica, portanto nenhum 
emulsificante e apropriado para todas as aplica^oes. 

Os emulsificantes capazes de promover a forma?ao e a estabilidade 
de uma emulsao precisam ser adsorvidos pela superffcie das goticulas 
durante a homogeneiza?ao, formando uma membrana protetora para 
evitar a agrega?ao das goticulas durante a colisao. Os emulsificantes 
adsorvidos na interface do oleo-agua adotam uma orienta?ao na qual a 
porgao hidrofflica dessas moleculas e localizada na agua, enquanto a 
porgao hidrofobica e localizada no oleo. Esta situagao minimiza a area de 
contato entre as regioes hidrofilicas e hidrofobicas, reduzindo a tensao 
superficial. Uma vez adsorvido na superffcie das goticulas, o 
emulsificante gera forgas repulsivas suficientemente fortes, para evitar a 
agregagao das goticulas. 

Os emulsificantes ionicos promovem a estabilidade na emulsao 
porque as goticulas apresentam cargas eletricas iguais, que, portanto, 
eletrostaticamente se repelem. Os nao-ionicos promovem a estabilizagao, 
gerando diversas forgas repulsivas e prevenindo a aproximagao das 
goticulas como a interagao esterica e hidratagao. Alguns emulsificantes 
formam multicamadas na superffcie das goticulas, aumentando a 



220 


Quimica de Alimentos - Teoria e pratica 


estabilidade da emulsao. Em resumo, os emulsificantes tern de apresentar 
tres caracteristicas para serem efetivos na formagao e na estabilidade da 
emulsao: ser rapidamente adsorvidos na superficie das goticulas durante 
a homogeneizagao da emulsao recentemente preparada; ter capacidade 
de reduzir significativamente a tensao superficial; e ser capazes de 
formar uma camada interfacial que previna a agregagao das goticulas . 


Cargas das goticulas 

As propriedades organolepticas e fisico-quimicas de varias 
emulsoes sao determinadas pela magnitude e sinal das cargas eletricas 
das goticulas. Originadas da adsorgao das moleculas do emulsificante que 
podem ser ionizadas, essas cargas possuem grupos hidrofflicos, que 
podem ser neutros, positiva ou negativamente carregados. As protefnas 
tambem apresentam as mesmas caracteristicas, dependendo do pH da 
solugao comparada ao seu ponto isoeletrico. Conseqiientemente, as 
goticulas da emulsao podem ter cargas eletricas que dependem do tipo de 
molecula ativa presente na superficie e do pH da fase aquosa. A carga na 
goticula e importante para se determinar a natureza de suas interagoes 
com as outras especies carregadas ou o seu comportamento na presenga 
de campo eletrico. Duas especies contendo cargas opostas sao atraidas, 
mas com cargas similares sao repelidas. 

Todas as goticulas de uma emulsao sao geralmente cobertas com o 
mesmo tipo de emulsificante, portanto possuem a mesma carga eletrica 
(se o emulsificante e ionizado). Quando esta carga e suficientemente 
grande, as goticulas sao prevenidas da agregagao devido a repulsao 
eletrostatica entre elas. As propriedades da emulsao estabilizada por 
emulsificantes ionizados sao sensiveis ao pH e a forga ionica da fase 
aquosa. Se o pH da fase aquosa e ajustado de forma que o emulsificante 
perca a sua carga ou, se e adicionado sal, as forgas repulsivas podem nao 
ser suficientemente fortes para impedir as goticulas de se agregarem. 


Interagoes moleculares 

Na natureza existem quatro tipos distintos de for?as: nuclear forte, 
nuclear fraca , eletromagnetica e gravitacional. As particular 
subatomicas interagem via forgas nucleares fortes e fracas, formandc 
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atomos. Os atomos interagem atraves de ligagoes co-valentes e ionicas, 
formando moleculas. Atomos e moleculas interagem por meio de varias 
forgas co-valentes e nao-co-valentes, formando fases separadas (podem 
ser gas, lfquido ou solido), solugao simples, moleculas agregadas e 
particulas coloidais. 

As formas nucleares (fortes e fracas) atuam em distancias 
extremamente reduzidas e sao as responsaveis pela manutengao das 
particulas subatomicas unidas no nucleo. Como o rearranjo nuclear nao 
ocorre em alimentos, nao serao consideradas nesta discussao. 

A forga gravitacional e relativamente fraca, comparada com outras 
forgas, e ativa em longas distancias. E proporcional ao produto da massa 
do objeto envolvido, tornando-se, conseqiientemente, insignificante em 
mvel de molecula, por ser a massa molecular extremamente pequena; 
entretanto, afeta o comportamento da emulsao. 

As for 9 as que atuam em mvel molecular sao todas de origem 
eletromagnetica e podem ser convenientemente divididas em tres tipos: 
co-valentes , eletrostaticas e de Van der waals. 

Interagoes co-valentes 

Envolvem o compartilhamento de eletrons da camada mais externa 
entre dois ou mais atomos, de forma que o atomo individual perca a sua 
natureza. O numero de eletrons da camada externa do atomo determina 
sua Valencia (numero otimo de liga9oes co-valentes que pode ser fonnado 
com outros atomos). 

As liga 9 oes co-valentes podem ser saturadas ou insaturadas, 
dependendo do numero de eletrons envolvido. As liga 9 oes insaturadas 
tendem a ser curtas, fortes e mais rigidas que as saturadas. A distribu^ao 
de eletrons na liga 9 ao co-valente determina sua polaridade. Quando os 
eletrons sao compartilhados igualmente entre os atomos, a liga 9 ao 
apresenta caracteristica nao-polar, mas quando eles sao compartilhados 
de forma desigual, a liga 9 ao possui caracteristica polar. 

Rea 9 oes quimicas envolvem o rompimento e a forma 9 ao de 
ligagoes co-valentes. As reagoes quimicas que ocorrem na emulsao sao 
similares as de ocorrencia em alimentos (oxidagao de lipidios, hidrolise 
de proteinas ou de polissacaridios, reagao de Maillard entre agucares 
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redutores e grupos amina livres). Entretanto, a velocidade e o caminho 
dessas rcai^oes sao frequentemente influenciados pela localizagao fisica 
das moleculas envolvidas (se localizadas no oleo, na agua ou na 
interface). 

Interagoes eletrostaticas 

Ocorrem entre especies moleculares que possuem cargas eletricas 
permanentes, como ions e moleculas polares (Apendices 3 e 4). O ion e 
um atomo ou molecula que ganhou ou perdeu um ou mais eletrons, 
obtendo carga positiva ou negativa permanente (Figura 4.5). Moleculas 
polares nao posmem cargas livres (no geral, a molecula e neutra), mas, 
em razao da distribui?ao nao-pareada de sua carga, apresentam momento 
dipolo. 

Certos atomos sao capazes de “puxar” eletrons das ligai^oes co- 
valentes para si mais fortemente que outros. Como conseqiiencia, adquire 
carga negativa parcial (8'), enquanto outros adquirem carga positiva 


parcial (8*). Se as cargas parciais dentro da molecula sao distribuidas 
simetricamente, elas se anulam e a molecula nao apresenta dipolo, mas, 
caso sejam distribuidas assimetricamente, a molecula apresentara dipolo. 
Por exemplo, o atomo de cloro no HC1 “puxa” eletrons da liga^ao co- 
valente mais fortemente que o atomo de hidrogenio, e o dipolo formado e 

H 8+ C1 5 '. 


1 + ) 

— Ion-ion 

+ 

5— 5+ fon-dipolo 

5-8+ 

§_ g_|_ Dipolo-dipolo 

Figura 4.5 - Representa^ao 

esquematica dos tipos de interagao 


eletrostatica. 
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A ioniza^ao de varias moleculas biologicas depende do pH do meio, 
portanto as intera 5 oes eletrostaticas envolvendo estas moleculas sao 
particularmente sensfveis ao pH. Por exemplo, uma protefna pode existir 
como uma molecula individual em solugao, quando o pH se encontra longe 
do ponto isoeletrico em razao da forte repulsao eletrostatica entre as 
moleculas de protefnas, mas pode ser precipitada, quando o pH da solu?ao se 
encontra proximo do seu ponto isoeletrico, pelo fato de a repulsao 
eletrostatica entre as moleculas nao ser suficientemente forte para prevenir a 
agregagao (Figura 4.6). A foiga das intera?oes eletrostaticas entre as 
moleculas suspensas em solu?ao aquosa e sensfvel ao tipo e concentraijao do 
eletrolito presente. Moleculas carregadas tendem a ser envolvidas por ions de 
carga oposta e eficientemente reduzem a interacao eletrostatica entre 
moleculas do mesmo tipo. 



pH > pi pH ~ pi pH < pi 


Figura 4.6 - Solubilidade da protema em fun?ao do pH. 

A interagao eletrostatica tern uma participagao muito importante 
nas propriedades da emulsao, devido aos varios tipos de constituintes 
presentes, que podem ser tanto ionicos quanto dipolares (agua, a?ucar, 
sais, protemas, polissacarfdios, acidos e bases). 

As goticulas presentes em diversas emulsoes possuem em suas 
superficies cargas eletricas devido a adsoi\'ao dos emulsificantes, os quais 
podem ser ionicos ou capazes de ser ionizados (protemas, polissacarfdios 
e emulsificantes). Todas as protemas apresentam grupamentos acidos 
(- COOH COO’ + H + ) e basicos (NH 2 + H + —» NH 3 + ), sendo o grau de 
ioniza^ao dependente do pH e da for?a ionica do meio. 

Algumas moleculas de polissacarfdios ativos de superffcie, como 
o amido modificado e a goma arabica, apresentam tambem grupos 
acidos que podem ser ionizados. Os emulsificantes ionicos podem ser 
tanto positiva quanto negativamente carregados, dependendo da 
natureza de seu grupo hidrofflico. A magnitude e o sinal da carga 
eletrica das goticulas da emulsao, portanto, dependem do tipo de 
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emulsificante utilizado para estabiliza-lo, da concentracjao do 
emulsificante na interface e das conduces do meio (pH, temperatura e 
for 9 a ionica). Todas as goticulas em uma emulsao sao geralmente 
estabilizadas pelo mesmo tipo de emulsificante, logo possuem a mesma 
carga eletrica. A intera^ao eletrostatica entre as goticulas com carga 
similar e repulsiva, sendo, portanto, a principal interagao no controle da 
agrega^ao dessas goticulas. 

Interaqao de Van der waals 

A forga de Van der waals atua em todos os tipos de especies 
moleculares, sejam ionica, polar ou nao-polar, e sao convenientemente 
divididas em tres formas (Figura 4.7). 


5-5+ 5- o 5+ Indu ^ 0 



5 O S+ 5 O 5+ Dispersao 


Figura 4.7 - Representagao esquematica das interagoes intermoleculares 


de Van der waals. 


Forga de dispersao - Aparece pela intera^ao entre um dipolo 
instantaneo e o dipolo induzido por moleculas localizadas na vizinhan^a. 
Os eletrons na molecula estao continuamente se movimentando em volta 
do nucleo. Em determinado momento ocorre uma distribui^ao nao- 
pareada de eletrons carregados negativamente em tomo do nucleo 
carregado positivamente, formando-se, entao, o dinolo instantaneo. Este 
gera um campo eletrico que induz o dipolo em moleculas na vizinhanga, 
ocorrendo, conseqtientemente, uma forga atrativa instantanea entre os 
dois dipolos. Na media, a atra<jao entre as moleculas e finita, embora a 
media da carga liquida envolvida seja zero. 
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Forga de indugao - Surge da intera^ao entre o dipolo permanente e 
o induzido pela molecula vizinha. Esta provoca uma alteracao na 
distribuigao de eletrons da molecula presente na vizinhanga, levando a 
formagao de um dipolo induzido. A interagao entre o dipolo permanente e 
o induzido promove a atragao entre as moleculas. 

Forga de onentagao - Advem da interagao entre dois dipolos 
permanentes que estao continuamente cm rotagao. Em media, esses dipolos 
nao possuem cargas livres; no entanto, ainda existe uma fraca forga de 
atragao entre eles, devido a indugao ocasionada pelo movimento do dipolo 
no vizinho. Quando a interagao entre os dois dipolos e suficientemente forte 
para promover o alinhamento, esta contribuigao e substituida pela interagao 
eletrostatica dipolo-dipolo descrita anteriormente. 

A compreensao da origem destas tres contribuigSes de Van der 
waals e importante na predigao da eslabilidade das gotfculas da emulsao. 
Embora a interagao de Van der waals atue entre todos os tipos de especies 
moleculares, ela e considerada mais fraca que a interagao eletrostatica. 
Por esta razao, ela e muito importante na determinagao da interagao entre 
moleculas nao-polares, onde a interagao eletrostatica nao contribui de 
forma significativa. 

As interagoes moleculares em alimentos e em outros sistemas 
biologicos ocorrem na forma de pontes de hidrogenio e interagoes 
hidrofobicas. Na realidade, esta terminologia e uma maneira simplificada 
para descrever certas combinagbes de interagoes que ocorrem entre 
grupos qufmicos especfficos comumente encontrados em alimentos. Em 
ambas as formas, consiste das contribuigoes de varios tipos de energia 
oriunda de diferentes interagoes, como Van der waals e eletrostatica. 

Pontes de hidrogenio - Participam de forma crucial, determinando 
as propriedades funcionais de varias moleculas importantes presentes nas 
emulsoes, incluindo a agua, protemas, lipfdios, carboidratos, emulsifi- 
cantes e minerals. Sao formadas entre pares de eletrons solitarios de um 
atomo eletronegativo (como o oxigenio) e um atomo de hidrogenio de um 
grupo localizado na vizinhanga (O - H 5+ -- O 8 ). A principal contribuigao 
das pontes de hidrogenio e eletrostatica (dipolo-dipolo), mas a forga de 
Van der waals tambem participa de forma significativa. 

Interagoes hidrofobicas - Sao importantes no comportamento de 
varios ingredientes presentes na emulsao, particularmente lipfdios. 
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emulsificantes e protemas. Manifestam-se como uma for?a de atra^ao que 
atua entre grupos nao-polares separados pela agua. Quando moleculas 
nao-polares sao introduzidas na agua, estas provocam um rearranjo das 
moleculas de agua vicinais. 

As emulsoes sao sistemas microeterogenicos, com diferentes 
entidades estruturais, variando em tamanho, forma e propriedades ftsico- 
quimicas, incluindo atomos, moleculas, agregados moleculares, micela, 
goticulas, cristais e ar. Muitas dessas estruturas possuem dimensoes que 
variam de poucos nanometros a micrometros. 


ClassificaQao dos Emulsificantes 

Como decidir qual emulsificante e o mais indicado para 
determinada emulsao? Existem diversos sistemas de classificagao de 
acordo com as suas propriedades fisico-quimicas; entre eles o baseado na 
solubilidade do emulsificante no oleo e, ou, na agua; e o fundamentado 
na relagao entre grupos hidrofobicos e hidrofilicos (valores de BHL). 

Quanto a primeira cIassifica?ao, a fase na qual o emulsificante e 
mais soluvel formara a fase continua da emulsao. Portanto, o 
emulsificante soluvel em agua estabilizara emulsao do tipo oleo/agua. 
Esta regra e aplicada a diversos emulsificantes, entretanto existem muitas 
exce^oes. Por exemplo, varias moleculas ampiffiicas sao altamente 
soluveis tanto numa fase como na outra, mas nao formam emulsao 
estavel, porque nao sao particularmente ativas na superficie ou nao 
protegem as goticulas da agrega?ao. 

Com relacao ao BHL, este e descrito por numeros que indicam a 
afinidade relativa da molecula do emulsificante pela agua e, ou, oleo de 
acordo com a sua estrutura quimica. Alto valor de BHL significa que a 
molecula do emulsificante apresenta elevada relacao de grupos 
hidrofflicos/hidrofobicos e vice-versa. Pode ser calculado conhecendo-se o 
numero e os tipos dos grupos hidrofilicos e lipofflicos presentes no 
emulsificante (Tabela 4.2). Os valores de BHL de determinado emulsificante 
informam a solubilidade em oleo e, ou, agua e podem ser utilizados na 
predi^ao do tipo de emulsao que sera formado. Os emulsificantes de baixos 
valores de BHL (3 a 6) sao predominantemente hidrofobicos e dissolvem-se 
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preferencialmente em oleo estabilizando emulsao do tipo agua/oleo. No 
outro extremo, emulsificantes com elevados valores (8 a 18) sao 
predominantemente hidrofilicos e dissolvem-se preferencialmente em agua 
estabilizando emulsao do tipo oleo/agiia. No caso de valores intermediaries 
(6 a 8), nao ha preferencia pela agua ou oleo. 

Tabela 4.2 - Valores de BHL para emulsificantes comerciais 

Nome 

Comercial 

Designa^ao quimica 

Tipo 

BHL 

SPAN 85 

Triolcato de sorbitana 

N 

1.8 

SPAN 65 

Triestearato de sorbitana 

N 

2,1 

ATLAS 2158 

Monoesterato de propileno glicol 

N 

3,4 

ATMUL 500 

Mono e diglicerfdio 

N 

3,5 

ATMUL84 

Monoestearato de glicerol 

N 

3,8 

SPAN 80 

Monooleato de sorbitana 

N 

4,3 

SPAN 60 

Monoestearato de sorbitana 

N 

4.7 

SPAN 40 

Monopalmitato de sorbitana 

N 

6,7 

SPAN 20 

Monolaurato de sorbitana 

N 

8,6 

TWEEN 61 

Monoestearato de polioxietileno sorbitana 

N 

9,6 

TWEEN 81 

Monooleato de polioxietileno sorbitana 

N 

10,0 

TWEEN 65 

Triestearato de polioxietileno sorbitana 

N 

10,5 

TWEEN 85 

Trioleato de polioxiet. sorbitana 

N 

11,0 

WYRJ 45 

Monoestearato de polioxietileno 

N 

11,1 

ATLAS 2142 

Monooleato de polioxietileno 

N 

11,4 

ATLAS 2127 

Monolaurato de polioxietileno 

N 

12,8 

TWEEN 21 

Monolaurato de polioxietileno sorbitana 

N 

13,3 

TWEEN 60 

Monoestearato de polioxietileno sorbitana 

N 

14,9 

MYRJ 49 

Monoestearato de polioxietileno 

N 

15,0 

TWEEN 80 

Monooleato de polioxietileno sorbitana 

N 

15,0 

TWEEN 40 

Monopalmitato de polioxietileno sorbitana 

N 

15,6 

MYRJ 51 

Monoestearato de polioxietileno 

N 

16,0 

ATLAS 2129 

Monolaurato de polioxietileno 

N 

16,3 

TWEEN 20 

Monolaurato de polioxietileno sorbitana 

N 

16,7 

MYRJ 52 

Monoestearato de polioxietileno 

N 

16,9 

ESTERLAC E 

Estearoil 2-lactil lactato de sodio 

I 

21,0 


Lecitina 

1 

VAR. 


N: nao-ionico, I: ionico. 
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As goticulas de uma emulsao tendem a se agregar quando sao 
estabilizadas com emulsificantes com elevado valor de BHL. Nesta 
situagao (BHL elevado), o emulsificante possui baixa atividade de 
superficie, pois nao acumula em quantidades apreciaveis nas superficies 
das goticulas, portanto nao oferecendo protegao adequada a coalescencia. 

Com valores intermediarios (6 a 8), as emulsoes sao instaveis em 
virtude de a tensao superficial ser muitc pequena, necessitando de pouca 
energia para romper a membrana. Estabilidade maxima de uma emulsao 
O/A e obtida utilizando-se emulsificantes com BHL entre 10 e 12 e, de 
uma emulsao do tipo A/O, em tomo de 3 a 5. Isto se explica pelo fato de 
os emulsificantes, apesar de ser ativos de superficie, nao diminuirem 
suficientemente a tensao superficial, de forma que as goticulas sao 
facilmente rompidas. E possivel ajustar os valores de BHL pela 
combinagao de dois ou mais emulsificantes com diferentes valores. 

O conceito de BHL nao leva em consideragao as alteragoes 
significativas nas propriedades funcionais da molecula do emulsificante, 
quando se altera a temperatura ou as condigoes da solugao, alem de nao 
informar a quantidade requerida do emulsificante necessario para se obter 
uma emulsao estavel. A velocidade em que o emulsificante adsorve na 
superficie das goticulas da emulsao formadas durante a homogeneizagao 
determina o tamanho mfnirno das goticulas a serem formadas: rapida 
adsorgao, menor tamanho . Portanto, a quantidade do emulsificante 
necessario para estabilizar a emulsao depende da superficie total da area 
das goticulas, assim como a superficie da area a ser coberta por unidade 
de massa depende do emulsificante. 


Balango hidrofflico lipofilico (BHL) 

E uma expressao numerica relativa da atra^ao simultanea do 
emulsificante pela agua e pelo oleo, cujo valor informa a solubilidade do 
emulsificante em oleo ou agua, mas nao a sua eficiencia. Determinado 
emulsificante que possua a porgao lipofilica relativamente forte e a 
porgao hidrofilica fraca e, predominantemente, soluvel em oleo e, 
conseqiientemente, atua, de preferencia, como estabilizante em emulsao 
do tipo A/O; isto tambem e valido para o caso inverso. 

Os valores de BHL encontrados na literatura (Tabela 4.2) sao 
obtidos por meio de calculos a partir da estrutura molecular do 
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emulsificantc. E isso causa alguns problemas, visto que os emulsificantes 
comerciais nao sao completamentc puros; logo, os valores calculados 
devem ser utilizados com precaugao. Em virtude dc sua estrita relagao 
com a cstrutura molecular e da natureza dos alimentos, sua utilidade e, 
em alguns casos, limitada. Isto significa que variagoes nas propriedades 
do oleo ou da fase aquosa, em fungao da presenga de certas substancias 
(carboidratos, proteinas etc.), nao sao levadas em consideragao no calculo 
do BHL. A presenga de tais componentes pode fazer com que estes 
interajam com o emulsificante adicionado, ocasionando mudangas em 
suas propriedades. Alem do mais, outros fatores nao sao considerados, 
por exemplo a concentragao, a temperatura, a ionizagao e o 
comportamento mcsomorfico do emulsificante. 

Calculos do BHL 

Para a maioria dos esteres de acidos graxos com alcoois 
polidroxilados, os valores de BHL sao determinados pela equagao de 
Griffin. 

1 - Tomando-se como exemplo o monoestearcito de glicerol: 


• Indice de saponificagao do ester (S) =161 

• Indice de acidez do acido graxo (A) = 198 


• Equagao de Griffin: BHL = 20 (1 - S/A): BHL = 3.8 

2 - Para o caso de mistura de emulsificantes de forma a obter o valor 
final, por exemplo, de BHL = 12,0: 


• Emulsificante A, com BHL = 15,0 


• Emulsificante B, com BHL = 4,0 
%A = 100(BHL f - BHL h )/BHL a - BHL h 
%A = 72,0 e % B = 28,0 

3 - Para a determinagao do peso em % do grupo hidrofilico presente na 
molecula, tomando-se como exemplo o monooleato de polioxietileno 
s orbit ana (Tween 80): 
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H 2 C(OC 2 H 4 ) — lOleico 


H0(H 4 C 2 0) y -CH 

Lo. 


A 


ho(h 4 c 2 o); 


(OC 2 H 4 ) w OH 


X+Y+W+Z = 20 MOLES DO OXIDO DE ETILENO 


• PM sorbitana = 164 

• PM oxido de etileno: 44(20) = 880 1.326,45 g- 1.044 g 


• PM acido oleico = 282,45 


100,0 g - x = 78,7% 


4 - No caso especffico dos esteres de acidos graxos com alcoois 
polidroxilados, em que a determinagao precisa do fndice de saponificagao 
do ester e dificil, o calculo se realiza da seguinte maneira: 

• Emulsificante: monooleato de polioxietileno sorbitana 

• BHL = E + P / 5 

• E: peso em % do oxido de etileno: 880 g / 1.326,45 (100) = 66,34 

• P: peso em % do alcool polidroxilado: 164 g / 1.326,45 (100) = 

12,36 

• 5 = para reduzir a amplitude da escala BHL = 15,74 

Os emulsificantes, quando utilizados em mistura, geralmente 
conferem maior estabilidade a emulsao do que quando empregados 
separadamente. Os valores de BHL sao algebricamente aditivos, de modo 
que o BHL final da mistura de dois ou mais emulsificantes pode ser assim 
calculado: a mistura, contendo 30% de SPAN 80 e 70% de TWEEN 80. 
tera um valor de BHL final igual a (0,30 x 4,3) + (0,70 x 15,0) = 11,80. 
Portanto, e necessario que se avaliem as combinagdes para determinagac 
da mistura que confere maior estabilidade a emulsao. 

A estabilidade da emulsao pode variar de acordo com os tipos de 
emulsificantes utilizados na mistura. Portanto, uma serie de emulsa: 
preparada a partir de misturas contendo varias combinagoes de 
emulsificantes para se obter o valor de BHL desejado deve ser avaliadi 
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Quadro 4.1 - Agentes ativos de superficie em alimentos 


A: Ocorrencia natural 

1. Ionico: protefnas, fosfolipidios, lecitina 

2. Nao-ionico: glicolipfdios, saponinas 

B: Sintetico 

1. Ionico: estearoil-2-lactilato 

2. Nao-ionico: mono e digliceridios e seus esteres: acetico, cftrico, tartarico, 
latico, sacarose, sorbitana, polioxietileno 


Os emulsificantes para alimentos sao esteres parciais de acidos graxos 
de origem animal ou vegetal e alcoois polivalentes, como glicerol, propileno 
glicol, sorbitol, sacarose etc. Podem ser adicionalmente esterificados com 
acidos organicos, como acidos latico, tartarico, succmico, citrico etc. 

Os emulsificantes pertencem a classe de compostos caracterizados 
por sua natureza ampifilica, apresentando, em sua estrutura quimica, 
segmentos hidrofobicos e hidrofilicos, espacialmente separados. Em 
fun?ao dessas caracteristicas, os emulsificantes reduzem a tensao 
superficial na interface das fases imiscfveis, permitindo, portanto, que 
elas se misturem, formando a emulsao. 

Os emulsificantes ionicos (Figura 4.9) estabilizam emulsoes do tipo 
oleo/agua. Na interface, os grupos alquila interagem com as goticulas de 
oleo, enquanto os grupos finais carregados se projetam para a fase 
aquosa. O envolvimento de ions contrarios forma uma camada dupla, que 
previne a agrega?ao das goticulas de oleo. 



Figura 4.9 - Atividade do emulsificante ionico (emulsao O/A). 
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Os emulsificantes nao-ionicos (Figura 4.10) sao orientados na 
superficie das goticulas do oleo com a porgao polar projetada para a fase 
aquosa. A coalescencia (formagao de gota de diametro maior) das 
goticulas de uma emulsao agua/oleo e prevenida pela formagao de uma 
camada hidratada em volta dos grupos polares. 

A coalescencia das goticulas de agua na emulsao agua/oleo 
primeiramente requer que as moleculas de agua rompam as camadas 
duplas da regiao hidrofobica da molecula do emulsificante. E isso 
somente e possivel quando suficiente energia e aplicada para romper as 
interagoes hidrofobicas do emulsificante. O aumento da temperatura afeta 
negativamente a estabilidade da emulsao. Outra forma de diminuir a 
estabilidade da emulsao seria adicionar-lhe ions, pois estes provocam o 
colapso da camada eletrostatica dupla, ou a hidrolise, para destruir o 
emulsificante. 


Apolar 



Polar 


Figura 4.10 - Atividade do emulsificante nao-polar (emulsao A/O). 

A industria de alimentos (Quadro 4.2) e considerada a maior 
consumidora de emulsificantes, e a panificagao representa esse 
segmento industrial com maior consumo. O efeito positivo do 
emulsificante esta relacionado com o aumento da aderencia do amido 
a protefna e vice-versa. 

Os metodos atuais de fabricagao do emulsificante baseiam-se na 
(trans)esterificagao em temperatura elevada, na presenga de catalisadores 
alcalinos. 
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Quadro 4.2 - Exemplo da utiliza^ao de emulsificantes em alimentos 
industrializados 

Produto 

Efeito 

Margarina/manteiga 

Estabiliza^ao da emulsao A/O 

Maionese/crcmes/sopas 

Estabilizasao da emulsao O/A 

Sorvete 

Estabilizagao da emulsao O/A 

Salsicha 

Preven^o da separa^ao da gordura 

Paes/derivados 

Melhorias da estrutura da casca, do volume e da inibi^ao da 
retrogradayao do amido 

Chocolate 

Inibi^ao da aglomera^ao da gordura 

Pos in start taneos 

Solubiliza^ao 

Extrato dc especiarias 

Solubiliza^ao 

Preparo de multivitaminas 

Solubiliza^ao dc vitaminas iipossoluveis/ 
hidrossoluveis 


Monogliceridios 

Comercialmente dispomveis, sao uma combinagao de mono e 
digliceridios , entretanto o emulsificante funcional e somente a porgao do 
monogliceridio presente na mistura. Alem disso, o monogliceridio na 
posicao alfa ou 1 e mais eficaz que na posi?ao beta ou 2. Sao preparados 
pela interested ficatjao do triglicerfdio com excesso de glicerol em meio 
alcalino, conforme ilustrado na eq. 4.1. 


eq. 4.1 


a CH 2 -OH 
P CH-OH + 
a' CH 2 -OH 


CH 2 -0-C— (r) 
CH-O-C— (R) 

1 'Pr\ 

ch 2 -o-c— (r) 


"OH 

A~ 


R, R„ R 2 : AC. GRAXOS 


► | MISTURA I 

* MONOGLIC. (45%) 

* DIGLIC. (45%) 
♦TRIGLIC. (10%) 


Na obten^ao de altas concentrates contendo no rmnimo 90% de 
monogliceridio, a destila^ao molecular e utilizada. Neste processo, a 
mistura anteriormente obtida e submetida a condi^oes de temperatura 
elevada (200 °C) e pressao abaixo de 0,001 mm (Tabela 4.3). 
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Tabela 4.3 - Composi?ao comercial do monoglicerfdio destilado 


Composigao 

% 

Monogliceridios 

94,2 

Diglicerfdios 

3,6 

Triglicerfdios 

0,7 

Acidos graxos 

0,8 

Glicerol 

0,7 


Derivados de monogliceridios 

As propriedades de um monogliceridio podem ser alteradas pela 
adi^ao de grupos funcionais ao glicerol (Figura 4.11). 



Figura 4.11 - Emulsificantes derivados de monogliceridios. 






































236 


Quimica de Alimentos - Teoria e pratica 


Monogliceridio succinilato 

E obtido pela reagao entre o monogliceridio destilado e o anidrido 


succinico. Por sua caracterfstica de complexagao com protefnas e amido, 
e muito utilizado na industria de panificagao. 



CH 2 —0~C—(CHJ, — CHj 
CH-OH 

£h 2 -oh 


CH 2 -0-C^(CH 2 ) lt -CH 3 

CH-OH _ +H 2 0 

CH 2 -0-C^CH 2 -CH 2 -C c o‘ + Na 


O O 


Monogliceridio etoxilado 

De maneira similar, o monogliceridio etoxilado e produzido pela 
reagao entre o monogliceridio e o oxido de etileno, resultando em um 
produto final hidrofilico, tambem utilizado em panificagao. 



o 



/\ 


+ 


H 2 C-CH Z 


CHj —0“CHj —CH, —O + Na 


Diacetil tatarato ester de monogliceridio (DATEM) 

E o produto resultante da reagao entre o anidrido acetico e o acido 


tartarico, que, posteriormente, vai reagir com o monogliceridio. O 
produto final apresenta consideravel porgao hidrofilica, portanto e um 
emulsificante tipico para emulsao O/A. Em virtude da presenga do grupo 
carboxila livre, este emulsificante possui habilidade de se ligar ao gluten, 
melhorando a capacidade de retengao de gas, caracterfstica muito 
importante em panificagao. 


CH 2 -O- C — (CH 2 ) 1{ —CHj 


CH-OH ^ o y O 

CH 2 — o — C — C — O — C — CHj 


HC -O -C — CH 3 


COOH 
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Acetogliceridio 

Produzido pela acetilaijao do monogliceridio com anidrido acetico. 
Por promover aglomerasao, plasticidade e estabilizaijao de espumas, e 
utilizado na industria de carne (salsicharia) e em produtos de cobertura 
para doces. 


S/ 

CH 2 —O- C— (CH 2 ) 16 —CHj 
CH-OH ,0 

<!:h 2 -o-c-ch 3 


Citrogliceridios 

/ 

E obtido pela esterificagao do acido citrico com o monogliceridio e 
utilizado na industria de cames e margarina. 


//° 

CHj—O-C—(CH jXj—CH j 

< r H_0H (ch 2 )„ 
ch 2 -o-c=o 

ch 2 

HO-C-COOH 

ch 2 

COOH 


Lactato de monogliceridio 

Produzido pela esterifica?ao do monogliceridio com o acido latico 
e utilizado em panifica?ao. 


CH 2 -0-C- (CH 2 ) 16 -CH 3 
CH-OH O 

ch 2 -o-c=o 

CHOH 

CH 3 





238 


Quimica de Alimentos - Teoria e pratica 


Derivados de acidos graxos e alcoois (Figura 4.12) 



Figura 4.12 - Emulsificantes derivados de acidos graxos. 


Monoestearato de propile no glicol 

Preparado pela esterificagao do propileno glicol com o acido 
estearico. 


ch 2 -oh 

ch-oh 

ch, 


+ 


"OH 

HOOC -(CH 2 ) 14 - CH, - 

A 


// 

CH 2 — O-C—(CH 2 ), 6 — CH, 


CHOH 

CH, 


Ester de poliglicerol 

A polimerizac^ao do glicerol em condigoes alcalinas e em 
temperatura elevada resulta em um polfmero linear (poliglicerol), e, com 
a posterior esterificacao direta com o acido graxo, obtem-se o ester. 





































Emulsao/Emulsificantes 


239 




0 

/ 


0 

// 

<pH 2 -OH 

CHOH 

OH 

CH, 


CH 2 —O-C—(CHj)^ — CH 3 


CHOH 

1 


CHOH 

A 


ch 2 -oh 

ch 2 


ch 2 

\ 



\ 




0 


0 



/ 

r\ 

/ 



CHOH 

1 

U 

R-C-OH w 

ch 2 

CHOH 






ch 2 


CHj 



\ 


\ 



0 


0 



/ 


/ 



ch 2 

1 x 


CH 2 



CHOH 


CHOH 



ch 2 


CH 2 




\ 



0 


0 



/ 


/ 


Estearoil lactilato 

E obtido a partir da rea^ao dos acidos graxo e latico e de uma fonte 
adequada de sodio ou calcio. Em virtude de sua habilidade de complexar 
com amido e protei'nas, e muito utilizado na industria de panificaijao e 
amido; e o unico emulsificante sintetico com grupos dissociaveis 
utilizados em processamento de alimentos. O valor de BHL para o sal de 
sodio varia de 8 a 9 e o de calcio, de 6 a 7. 

CH, - 0H CH, CH-O-C- (CH,)„—CH, 

H,C-(CH 1 )„-COOH + CH-OH -^-► CH-0-C=0 

COOH COOH(Na*, Ca“) 


Ester de sacarose 

E obtido, dentre outros metodos, pela transesterifica?ao do ester 
metflico do acido graxo (14:0, 16:0, 18:0 e 18:1) com a sacarose. O ester 
resultante nao apresenta sabor e odor. Dependendo da estrutura, cobre 
uma faixa de BHL de 7 a 13 e e utilizado na estabiliza^ao de emulsao do 
tipo O/A ou de alguns produtos em po e desidratados. 
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Ester de sorbitana 

E obtido pela esterifica^ao de acidos graxos com o sorbitol 
desidratado. Os derivados do ester de sorbitana sao preparados com a 
adi^ao do oxido de etileno, em presen^a de catalisadores alcalinos. A 
introdu^ao do polioxietileno faz com que as propriedades hidrofilicas dos 
esteres sejam aumentadas. E utilizado para estabilizar emulsao do tipo 
O/A (eq. 4.12). 

Baseado nas estruturas qufmicas descritas anteriormente, os 
emulsificantes podem ser classificados, de acordo com o BHL, em: 

Lipofilico (BHL = 3-9): monogliceridios, monoestearato de 
propileno glicol, monogliceridios acetilados, etoxilados e lactilatos. 

Muito hidrofilico (BHL = 12 - 20): polissorbatos, estearoil-2- 
lactilato, ester de poliglicerol. 

Moderadamente hidrofilico: (BHL = 8 - 12): DATEM, monoglice- 
rfdio succinilato. 
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| SORBITOL | 


H,0 

-X 


-, + Ac. GRAXO 

SORBITANA | -» 


| feSTER DE SORBITANA | 


eq. 4.12 


V"’ 

CHOH 

HO-iH 

CHOH 

CHOH 

CH 2 OH 


H 3 C-(CH2) j6 -COOH 



'P 

ch 2 -o-c-(ch 2 ) 16 -ch 3 

HO(H 4 C20)y-CH 


HO(H 4 C 2 0>/ (H^O^OH 


|X+Y-»-W=2o| 


Lecitina 

Importante emulsificante natural. Tecnicamente, pode ser obtida a 
partir da gema de ovo e de diversas fontes de oleos vegetais. A fonte mais 
comum e a soja (2 a 3%), em virtude de sua contmua disponibilidade e 
propriedades emulsificantes. A lecitina comercial e uma mistura de 
diversos fosfolipfdios dissolvidos em oleos (Tabela 4.4). Como e 
facilmentc hidratada, pode ser removida do oleo durante a fase de 
degomagem (Figura 4.13). 


Tabela 4.4 - Composi$ao ti'pica, em %, da lecitina de soja 


Fosfolipidios 

% 

Fosfatidilcolina (lecitina) 

20,0 

Fosfatidiletanolamina 

15,0 

Fostidilinositol 

20,0 

Outros fosfatidios 

5,0 

Carboidraios e esterois 

5.0 

Trigliceridios 

35,0 
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1: Hidratatpao 


2: Centrifugat^ao 


|6leo bmto (2-3%)j 

1 

Adicionar 2% dc agua com agitagao ao olco aquecido (50-70 °C) ou anidrido 
ac6tico (0,1 - 1,0%) e posteriormcnte adicionar 1,5% de agua 

1 


3: Secagem (60-70 °C) 


Fosfatidios hidratados 


1 


[ Separayao de lecitina 


1 


* Umidade: 25% 

* 6lco + fosfolipidios: 75% 


Lecitina Comercial 


* Umidade: 1,0% 

* 6leo: 30% 

* Fosfolipidios: 70% 


Figura 4.13 - Produgao comercial da lecitina. 

Os varios fosfatidios presentes na lecitina (Figura 4.14) apresentam 
valores de BHL, os quais resultam em propriedades tipicas de 
emulsificagao: a fosfatidilcolina, ou lecitina, estabiliza emulsao do tipo 
O/A, enquanto a fosfatidilelanolamina e a fosfalidilinositol estabilizam 
emulsao A/O. A presenga destes fosfolipidios na lecitina resulta em fracas 
propriedades emulsificantes, tanto em emulsao O/A quanto em A/O. 
Alem do mais, a fosfatidiletanolamina perde seu poder emulsificante e 
flocula em altas concentrates de sais de calcio e magnesio presentes em 
agua dura. Na obten^ao de emulsSes mais estaveis, a lecitina deve ser 
utilizada em combinagao com outros emulsificantes. 

Modificagoes quimicas e enzimaticas da lecitina 

Em muitos casos, a lecitina comercial, apos a remogao de seu oleo 
com acetona, pode ser quimica ou enzimaticamente modificada para 
melhoria de suas propriedades emulsificantes e redugao de sua 
sensibilidade a ions metalicos. O principio quimico da modificagao da 
lecitina baseia-se na remogao ou transformagao da fosfatidiletanolamina. 
Tais modificagoes sao realizadas utilizando-se as seguintes etapas: 

Fracionamento alcoolico: Com base na solubilidade em alcool, 
lecitinas de diferentes composigoes em fosfolipidios e caracterfsticas de BHL 
podem ser obtidas (Tabela 4.5). A fosfatidilcolina e mais soluvel em etanol 
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que a fosfatidiletanolamina. Portanto. o fracionamento da lecitina com etanol 
90% promove uma concentra^ao da fosfatidilcolina, e o produto resultante 
apresenta melhor propriedade emulsificante em O/A (BHL = 14 - 15). 

- Igrupos polaresI - 



Fosfatidil ETOH-NH 2 : grupo fosfato esierificado com (OH)-ETOH-NH 2 
Fosfatidilinositol: grupo fosfato csterificado com (OH)-INOSITOL 
Fosfatidilserina: grupo fosfato csterificado com (OH)-SERINA 


Figura 4.14 - Estrutura qufmica dos quatro principals fosfolipidios 
encontrados na soja. O comprimento exato dos acidos 
graxos da regiao nao-polar e variavel. 


Embora a lecitina comercial seja utilizada em varios produtos, as 
fra^oes obtidas pelo fracionamento alcoolico apresentam propriedades 
especiais que as tornam mais desejaveis. 
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Tabela 4.5 - Fracionamento da lecitina de soja em etanol 


Fosfolipidio 

% Peso do total da leticina 

Nao-fracionada 

Sol. ETOH 

Ins. ETOH 

Fosfatidiletanolamina 

32,6 

32,5 

32,6 

Fosfatidilcolina 

32,6 

65,1 

4,6 

Fosfatidilinositol 

34,8 

2,4 

62.8 

Tipo de emulsao 

O/A ou A/O 

O/A 

A/O 


Hidrolise enzimatica : A utiliza^ao da enzima fosfolipase A, 
promove a hidrolise do acido graxo na posigao beta da molecula da 
lecitina. O produto final e mais hidrofflico e apresenta grande poder de 
emulsifica^ao. em emulsao do tipo O/A, e reduzida sensibilidade ao 
calcio (eq. 4.3). 

eq. 4/6 


<P 

« (?) 

P CH-O-C— 


a' CH 2 —O-P-O— (x) 


FOSFOLIPASE A, 
50-70 °C 


CH : -0-C— (R) t 
CH-OH 

CH,-O-P-O— (X) 
CT 


Acetilagao : O tratamento da lecitina com anidrido acetico provoca a 
acetilaqao do grupo amina da fosfatidiletanolamina. O principio deste 
procedimento e bloquear o grupo zwitterion da fosfatidiletanolamina, 
melhorando as propriedades emulsificantes em emulsao tipo O/A (eq. 4.4). 


eq. 4.4 


O 


;c-ch, 


O, 


H O 

R-N-C-CH, + CH 3 COOH 


,c-ch 3 


O 


pH > 7.0 
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Emulsificantes Polimericos 

As interagoes de Van der waals sempre operam entire as gotfculas 
da emulsao, e estas sao suficientemente fortes para realizar a agregagao 
dessas gotfculas, a menos que existam suficientemente formas repulsivas 
para preveni-las de se aproximarem. Quando as gotfculas de uma emulsao 
sao envolvidas por uma camada de moleculas do emulsificante 
eletricamente carregado, estas podem ser estabilizadas contra a agregagao 
pela repulsao eletrostatica. 

Embora varios tipos de emulsao sejam estaveis a agregagao, 
mesmo sendo envolvidas por uma camada de moleculas de emulsificante 
que nao apresentem cargas eletricas, outros tipos de interagao repulsiva 
participam da sua estabilizagao. O mais importante destes ocorre pela 
presenga de emulsificantes polimericos na interface da emulsao tipo 
oleo/agua. Para ser efetiva, esta interagao tern de ser comparavel as 
forgas de Van der waals e a qualquer outra forma de interagao. 

A maioria dos emulsificantes utilizados na industria de alimentos 
sao parcial ou inteiramente polfmeros: proteinas (polfmeros de 
aminoacidos), polissacaridios (polfmeros de agucar) e diversos 
emulsificantes nao-ionicos, os quais possuem grupos polares (polfmeros 
de oxido de etileno). 

A conformagao do emulsificante polimerico na interface depende 
do numero, tipo e seqiiencia de monomeros ao longo de sua cadeia. Um 
emulsificante tende a adotar uma conformagao interfacial que minimiza a 
energia livre do sistema. Na pratica, o principal fator determinante da 
conformagao interfacial de um emulsificante e o efeito hidrofobico 
(tendencia de uma molecula em adotar um arranjo que minimize o 
numero de contato desfavoravel entre grupos polares e nao-polares). 
Assim, moleculas do emulsificante de menor peso molecular adotam uma 
conformagao em que a cadeia de hidrocarbono se aloja na fase oleosa, 
enquanto sua porgao hidrofflica se aloja na fase aquosa (Figura 4.15). 
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Emulsificantes Fexivel Globular 

tf+ + » L. .PJ tZ. 

* * * * * ^ 6leo 

(a) (b) (c) 

Figura 4.15 - Orientagao dos emulsificantes polimericos na interface da 
emulsao oleo/agua: (a) emulsificante de baixo peso 
molecular, (b) polfmeros flexfveis (caselna, amido 
modificado) e (c) polfmeros globulares (protemas 
globulares). 

As protemas e os polissacan'dios sao os tipos mais importantes de 
biopolimeros utilizados como ingredientes em emulsao. As protemas sao 
polfmeros de aminoacidos e os polissacan'dios, polfmeros de 
monossacarfdios. As propriedades funcionais dos biopolimeros em 
alimentos sao determinadas pelas caracterfsticas moleculares, como peso 
molecular, conformagao, flexibilidade, polaridade e interagoes. Estas 
caracterfsticas sao determinadas pelo tipo, numero e seqiiencia dos 
monomeros que fazem parte da cadeia do polfmero. 

Os mecanismos variam de acordo com a sua polaridade (ionico, 
dipolar, nao-polar ou ampifflico), dimensoes, interagoes e grupos 
funcionais. Se o biopolfmero possui somente um tipo de monomero, 
denomina-se homopolfmero (amido, celulose), mas, se apresenta 
diferentes tipos, e chamado de heteropolfmero (goma arabica, xantana e 
protemas). 

Ambos, protemas e polissacan'dios, possuem ligagoes co-valentes 
entre os monomeros, permitindo a rotagao destes. Em razao disso e pelo 
fato de os biopolimeros conterem grande numero de monomeros (entre 
20 e 20.000), podem potencialmente apresentar diferentes configuragdes 
em solugao. Na pratica, o biopolfmero tende a adotar uma conformagao 
que minimize sua energia livre no meio em que se encontra (interagoes 
intermolecular e intramolecular). As configuragoes adotadas 
isoladamente em solugao aquosa podem ser convenientemente divididas 
em tres categorias: globular, bastonete (rod-like) e enovelada (random 
coil) (Figura 4.16). 
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\ J - r2 -J 

Biopolimero 

flexivel 


roUDBBl 

Biopolimero 
linear rigido 


© 

Biopolimero 

glubular 

compacto 


Figura 4.16 - Diferentes conformagoes em solugao, dependendo de sua 
estrutura molecular. 


Os biopolimeros globulares apresentam estrutura compacta e muito 
rigida; a bastonele, estrutura extendida e rfgida (frequentemente 
helicoidal); e a enovelada , estrutura flexivel. Podem tambem ser 
classificados de acordo com o grau de ramificagao da cadeia. A maioria 
das proteinas possui cadeia linear, enquanto os polissacaridios podem 
apresentar cadeia linear (amilose) ou ramificada (amilopectina). Na 
pratica, os varios biopolimeros nao possuem exclusivamente um tipo de 
conformagao, mas apresentam algumas regioes enoveladas, tubulares e 
globulares. Alem disso, as moleculas de biopolimeros podem alterar a sua 
conformagao, se ocorrerem alteragoes no meio, como pH, forga ionica, 
composigao do solvente e temperatura: helix <-» enovelada ou globular 
<-> enovelada. Em solugao, o biopolimero pode existir como molecula 
isolada ou se associar com outras por meio de: 

InteraQdes hidrofobicas - Fundamentals na determinagao da 
estrutura molecular e da agregagao de biopolimeros, os quais possuem 
quantidades apreciaveis de grupos nao-polares. Moleculas de proteinas 
contem quantidades significantes de aminoacidos nao-polares ao longo de 
sua cadeia, como valina, leucina, isoleucina e fenilalanina. 

Os polissacaridios sao, em sua maioria, predominantemente 
hidrofilicos, mas alguns possuem grupos nao-polares ligados a cadeia 
(goma arabica, amido modificado). Os biopolimeros que apresentam 
proporgoes significantes de grupos nao-polares tendem a adotar 
conformagao que minimize a area de contato entre grupos nao-polares e a 
agua, devido ao efeito hidrofobico. Isto leva as proteinas que possuem 
grandes proporgoes de aminoacidos nao-polares a se enovelarem na 
forma de estrutura globular compacta, na qual os aminoacidos nao- 
polares sao localizados na parte interna (longe da agua), enquanto os 
polares sao localizados na parte externa em contato com a agua. 
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As interagoes hidrofobicas sao tambem responsaveis pela 
agregagao e atividade de superficie dos biopolimeros ampifilicos. 
Agregando-se a outras moleculas nao-polares ou adsorvendo-se a 
superficie nao-polar, o biopolimero reduz a area de contato entre seus 
grupos hidrofobicos e a agua. 

Interagoes eletrostaticas — Importantes na determinagao da 
estrutura molecular e da agregagao de varios biopolimeros. As proteinas 
contem certos aminoacidos que podem se ionizar formando ions 
carregados positivamente (arginina, lisina, histidina e grupo amino 
terminal) ou ions carregados negativamente (glutamico, aspartico e 
grupo carboxila terminal). Alguns polissacaridios tambem possuem 
grupos ionizaveis em sua cadeia (sidfato, carboxilato, fosfatos). A carga 
h'quida de uma molecula de biopolimero depende do pK de seus pares 
ionizaveis e do pH do meio. 

As interagoes eletrostaticas envolvendo biopolimeros sao, portanto, 
particularmente sensiveis ao pH da fase aquosa. Se determinado 
biopolimero possui muitos grupos com cargas similares, e muito provavel 
adotar uma configuragao estendida, devido ao aumento da distancia 
media entre esses grupos, minimizando a repulsao eletrostatica. Mas, se o 
biopolimero possui varios grupos carregados com cargas opostas, e mais 
provavel se enovelar, formando estrutura compacta e minimizando as 
atragoes eletrostaticas. Por essa razao, as protemas sao freqiientemente 
compactas no seu ponto isoeletrico e se abrem com o aumento ou a 
diminuigao do pH. 

As interagoes eletrostaticas sao tambem importantes na agregagao 
de moleculas de biopolimeros em solugao. Similarmente, os biopolimeros 
carregados se repelem e, portanto, tendem a existir como moleculas 
individuals, enquanto os de cargas opostas se atraem e, 
consequentemente, se agregam. 

Pontes de hidrogenio - Tanto as proteinas como os polissacaridios 
possuem monomeros capazes de formar pontes de hidrogenio, que sao 
um tipo relativamente forte de interagao molecular. Uma molecula de 
biopolimero pode adotar uma conformagao capaz de maximizar o numero 
de pontes de hidrogenio, formados entre os monomeros, levando a 
formagao de regioes ordenadas como a helice. Alternativamente, um 
biopolimero pode adotar estrutura menos ordenada pela formagao de 
pontes de hidrogenio entre monomeros e as moleculas de agua presente 
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no meio. Portanto, parte do biopolimero ou todo ele pode existir na forma 
altamente ordenada contendo pontes de hidrogenio intramolecular ou 
possuir conformagao na forma mais enovelada, contendo pontes de 
hidrogenio intermolecular. A formagao de pontes de hidrogenio e 
tambem responsavel pela associagao de varios tipos de biopolimeros. Os 
segmentos podem ser capazes de formar pontes de hidrogenio com 
segmentos de outras moleculas provocando a agregagao. 

Pontes de enxofre — A conformagao e a agregagao de varias 
proteinas sao influenciadas pela habilidade de formar pontes 
dissulfidricas. A cistina e urn aminoacido que possui grupo tiol (-SH), 
capaz de formar pontes de enxofre (-S-S-) com outros grupos tiol via 
reagao de oxidagao. Portanto, as proteinas, em condigoes apropriadas sao 
capazes de formar pontes de enxofre intramolecular e intermolecular. 

As pontes de enxofre intramoleculares sao formadas quando pares 
de cisteina se aproximam devido ao enovelamento da molecula de 
protefna. Elas sao importantes na estabilizagao da estrutura globular. 
Quando duas moleculas diferentes de proteinas se aproximam, formam-§e 
as pontes intermoleculares, importantes na determinagao da agregagao de 
proteinas em gel e na interface. O valor de pK do grupo -SH livre da 
cisteina e 8,3. Em proteinas, esse valor e maior e depende do meio onde 
se encontra o grupo -SH e do grau de abertura da molecula. O ion -S ' 
predomina em pH elevado e fortemente eletrofilico, sendo capaz de 
interagir com as pontes de enxofre, provocando o deslocamento 
nucleofilico: 

P,-S-S-P 2 + R-SP.-S-+ R-S-S-P, 

P / P 2 : refere-se a cadeia de polipeptidios, podendo ser da mesma 
proteina ou de moleculas diferentes. 

R - S': na mesma ou em outra molecula de proteina. 

Os grupos sulfidrilas e dissulfetos na proteina local izam-se 
geralmente no interior da molecula, estando, portanto, indisponiveis para 
a interagao. A abertura da molecula da proteina expoe os grupos 
sulfidrilas, permitindo, em condigoes apropriadas, a troca interna do 
tiodissulfeto. Isso explica o aumento da troca sulfidrila-dissulfeto que 
ocorre com o aquecimento da proteina, quando adsorvida na interface ou 
apos o tratamento com enzimas proteoliticas, como a tripsina e 
quimotripsina. 
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Existe no mercado grande numero de emulsificantes disponfveis 
para ser utilizados com ingredientes, tendo cada um caracterfstica propria 
e aplicagao otima. A eficiencia de um emulsificante e determinada por 
diversas caracteristicas, como a quantidade minima requerida para 
produzir emulsao estavel, sua habilidade para prevenir goticulas de se 
agregarem com o tempo, a velocidade na qual e adsorvida a superficie 
das goticulas durante a homogeneizagao, tensao superficial e espessura e 
elasticidade da membrana interfacial. Essas caracteristicas dependem do 
alimento no qual o emulsificante esta presente e das condigoes do meio 
(pH, forga ionica, tipo de ion, tipo de oleo, interagao de ingredientes, 
temperatura e agitagao mecanica). Por essa razao, e muito dificil predizer 
com precisao o comportamento do emulsificante a partir dos 
conhecimentos de sua estrutura quimica, embora previsoes sobre algumas 
de suas propriedades funcionais sejam possiveis. 

Proteina 

A maioria dos alimentos que contem gordura juntamente com 
outros ingredientes existe como emulsao, cujo tipo mais freqiiente e 
oleo/agua. Em virtude de sua natureza ampifflica, algumas protemas sao 
capazes de se orientar de acordo com a interface polar-nao-polar, sendo, 
portanto, consideradas otimos emulsificantes. 

As protemas, por serem moleculas ampifflicas, migram 
espontaneamente para a interface da emulsao O/A (em razao de sua 
insolubilidade, nao podem ser utilizadas para emulsao tipo A/O), 
indicando que a energia livre da proteina e menor na interface que na fase 
aquosa. Assim, quando o equilibrio e estabelecido, a concentragao da 
proteina na regiao interfacial e sempre maior que na fase aquosa. 
Diferentemente dos emulsificantes de baixo PM, as protemas formam um 
filme altamente visco-elastico na interface, com habilidade de resistir a 
choques mecanicos durante o armazenamento e a distribuigao. Portanto, 
as protemas que estabilizam a emulsao sao mais estaveis que aquelas 
preparadas com os emulsificantes convencionais. 

As protemas diferem significativamente em suas propriedades 
ativas de superficie, o que nao pode ser atribuido somente a seus residuos 
hidrofobicos/hidrofilicos, mas tambem a diferengas de sua conformagao 
(estabilidade/flexibilidade da cadeia de polipeptidio, adaptabilidade a 
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altera^oes do meio e a distribui?ao de grupos hidrofobicos e hidrofilicos 
na superficie da proteina). 

A maneira como as proteinas sao absorvidas na interface e 
diferente da dos emulsificantes de baixo PM, como os fosfolipidios e 
monoglicerois. Estes, em razao de as ponjoes hidrofilica e hidrofobica 
estarem presentes nas extremidades da molecula dos emulsificantes, nao 
alteram sua conforma^ao para efeito de adsonjao e orienta 9 ao. No caso 
das proteinas, a distribu^ao de grupos hidrofobicos e hidrofilicos na 
superficie e a rigidez estrutural da molecula limitam sua adsor^ao e 
orientagao (Figura 4.15). 

Moleculas altamente flexiveis, como as casefnas, alteram 
rapidamente sua conforma 9 ao apos a adsonjao, permitindo que peptidios 
adicionais se liguem a interface. No caso das protemas globulares, como 
as protemas de soja, nao ocorre a desejada altera 9 ao extensiva de sua 
conforma 9 ao na interface. 

A redu 9 ao da tensao superficial essencial para se obter a emulsao e 
governada por tres processos: difusao das moleculas de proteina e sua 
incorporagao na interface; abertura das moleculas de protelnas 
adsorvidas; e rearranjo molecular na superficie das moleculas 
adsorvidas. A hidrofobicidade, a composi 9 ao de aminoacidos e a 
flexibilidade estao envolvidas neste mecanismo. 

Em razao das diferen 9 as na composi 9 ao de aminoacidos, a 
atividade de superficie varia entre as protemas. Em condi 9 oes similares 
estao a P-casema > a-casema > protemas do soro. Todas as protemas 
soluveis podem ser utilizadas como emulsificantes, embora algumas 
sejam mais eficientes que outras. Uma caracterfstica emulsificante 
favoravel de uma proteina e a facilidade de se abrir na interface. 

A proteina adsorvida pode apresentar diversas configura 9 oes 
macromoleculares, variando desde a forma estendida desordenadamente 
(P-caseina), que se acomoda na interface a proteina compacta globular 
(P-lactoalbumina), que permanece na sua forma nativa. A extensao da 
abertura depende da area superficial disponivel, do tempo mantido em 
contato com a interface e da estrutura macromolecular antes da adsor 9 ao. 

A caseina e a proteina mais utilizada como emulsificante, e a 
principal fonte e o leite em po desnatado, ou caseinatos soluveis (sais de 
sodio ou potassio). E urn agregado heterogeneo de proteinas, e o 
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componente mais importante envolvido na emulsificagao e a (3-casefna. 
Por apresentar muitos resfduos de prolina e nenhuma cistema, a (3-casema 
e uma protefna flexfvel, nao apresentando ligagoes intramoleculares. A 
maior parte da (3-casema adsorvida esta diretamente associada com a 
superffcie e com a porgao hidrofflica do N - terminal (40 a 50 resfduos 
predominantemente hidrofflicos) estendida no meio aquoso. A camada 
espessa da (3-casefna adsorvida na superficie contrasta com o filme fino 
formado pelas protefnas globulares (P-lactoalbumina) adsorvidas na 
interface da emulsao oleo/agua. 

A hidrolise enzimatica controlada de protefnas geralmente melhora 
as propriedades de solubilidade e emulsificante, mas a estabilidade da 
emulsao por longo tempo pode ser comprometida. Por exemplo, as 
propriedades emulsificantes da protefna de soja glicinina (1 IS globulina) 
sao melhoradas pela hidrolise trfptica, porem os fragmentos de mais 
baixo PM exibem as piores propriedades emulsificantes. 

A instabilidade durante a for mac ao da emulsao ocorre se houver 
insuficiente surfactante para cobrir inteiramente a interface oleo-agua. A 
floculagao e a agregagao das gotfculas de oleo da emulsao ocorrem em 
razao da inabilidade do emulsificante adsorvido em prevenir a 
aproximagao das gotfculas. As partfculas tendem a se agregar devido as 
forgas atrativas interatomicas; no entanto, a agregagao e evitada pela 
interagao das cargas repulsivas ou aumentada pela interagao das cargas 
que aparecem a partir do material adsorvido. 

A carga lfquida da protefna e, conseqiientemente, da camada da 
protefna adsorvida e altamente dependente do pH: se este se encontra 
proximo do pi da protefna, a carga lfquida se aproxima de zero, 
favorecendo a agregagao das gotfculas da emulsao (Figura 4.6). Uma 
emulsao estavel possui carga suficiente para prevenir a aproximagao das 
gotfculas suspensas. Um segundo mecanismo da estabilidade aparece a 
partir da flexibilidade da macromolecula adsorvida estendida a alguns 
nanometros dentro da solugao, evitando a aproximagao das partfculas 
durante a mistura mecanica e os efeitos termodinamicos. 

Protefnas sao polfmeros carregados, portanto a adsorgao as 
gotfculas da emulsao promove ambos os mecanismos de estabilidade. 
Entretanto, as protefnas, em sua maioria, nao sao simplesmente 
homopolfmeros, mas possuem diferentes tipos de resfduo de 
aminoacidos, preferem conformagoes estaveis em solugao e podem adotar 
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uma conformasao fixa na interface da emulsao oleo/agua. Algumas 
proteinas, como a caseina, possuem uma conformagao mais movel. 

Durante a adsor?ao, a protema muda sua conforma^ao nativa para 
as formas que dependem das intera 9 oes hidrofobicas entre a superficie e o 
aminoacido presente na cadeia lateral da protema. Idealmente, as cadeias 
hidrofobicas laterals se aproximam da superficie oleosa, e os residuos 
hidrofflicos, da fase aquosa. Moleculas de caseina se espalham na 
interface ou, se suficiente protema esta presente, formam camadas e se 
estendem alem da interface. 


Polissacaridios 

Os polissacaridios sao freqiientemente incorporados a emulsoes, 
com a finalidade de controlar a viscosidade do produto. Entretanto, como 
nao possuem atividade emulsificante, sao muito grandes para se 
acomodarem nos espa?os entre as goticulas e, assim, exercer efeito 
osmotico, puxando a agua que se encontra entre as goticulas. 

Os biopolfmeros sao predominantemente hidrofilicos e de alto PM, 
sendo, portanto, uteis somente para estabilizar emulsao do tipo oleo/agua. 
Sao denominados hidrocoloides e contribuem para o controle da 
estabilidade e textura de varios produtos. A maioria sao polissacaridios 
com, relativamente, baixa atividade de superficie na interface da emulsao 
oleo/agua. Isso significa que nao ocorre a formacao de uma camada 
adsorvida na superficie. A sua a^ao se verifica na estabiliza 5 ao da 
emulsao, pela modifica?ao das propriedades reologicas da fase aquosa 
contmua. 

Diversos hidrocoloides de origem natural sao utilizados com 
sucesso como emulsificantes. Dentre os disponfveis, a goma arabica e a 
mais utilizada. Ela consiste de uma mistura de poliSsacaridio ramificado 
ionico de alto PM com pequenas quantidades de proteinas (-2% p/p). As 
propriedades emulsificantes e o filme especial formado sao derivados da 
presenga dessa fragao proteica. Os residuos da serina e da hidroxiprolina 
estao envolvidos na liga^ao co-valente da protema com o carboidrato, 
formando o complexo arabinogalactana-protema. 

A atividade superficial da goma arabica e pequena, comparada com 
a maioria das proteinas. Para compensar esta caracteristica, alta 
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concentra?ao do emulsificante e utilizada na pratica: rela^o goma: oleo 
de 1 : 1, em compara?ao a rela?ao 1: 10 de proteina-oleo. 

Os hidrocoloides que nao apresentam protemas em sua estrutura 
sao as galactomananas: goma guar e locusta , que possuem tambem 
propriedades emulsificantes, se o polissacaridio apresentar suficientes 
grupos hidrofobicos (metil, acetil etc.)- Derivados modificados 
quimicamente, como metil celulose, possuem atividade superficial similar 
a dos melhores emulsificantes. 

Goma arabica : polimero de galactose, arabinose, ramanose, acido 
glucuronico 

Uso: soluvel em agua fria, baixa viscosidade, nao gelifica; 
estabilizante de emulsoes. 

Goma guar. Galactomanana 

Uso: hidratavel a frio, formando solu^ao viscosa entre pH 4 e 10; 
nao gelifica; espessante e estabilizante. 

Locusta : Galactomanana 

Uso: soluvel em agua quente, viscosa entre pH 3 e 11; nao gelifica. 
Estabilizante de emulsoes, espessante. 


Emulsificagao 

Os biopolimeros que possuem quantidades significativas de grupos 
polares e apolares tendem a ser ativos de superficie. Quando o 
biopolimero esta disperso na fase aquosa, alguns grupos nao-polares 
ficam em contato com a agua, situa^ao esta termodinamicamente 
desfavoravel devido as intera^oes hidrofobicas. Quando da adsorijao na 
interface, ocorre alteraijao na sua conforma^ao de modo que grupos nao- 
polares se encontram localizados na fase oleosa e grupos hidrofilicos, na 
fase aquosa. A adsor 9 ao tambem reduz a area de contato entre as 
moleculas de oleo e de agua na interface oleo-agua, diminuindo a tensao 
superficial. Ambos os fatores favorecem a adsonjao da molecula 
ampifilica na interface. 

A conforma^ao que o biopolimero adota na interface e as 
propriedades fisico-quimicas da membrana formada dependem da 
estrutura molecular e da intera?ao. Os biopolimeros flexiveis adotam uma 
conforma^ao de forma que os segmentos nao-polares, predominate- 
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suficientemente eficazes para prevenir que as goticulas se aproximem, 
evitando a coalescencia. Se a membrana formada e suficientemente 
espessa, as formas repulsivas podem tambem prevenir a floculagao via 
repulsao eletrostatica. 

As propriedades da emulsao estabilizada por biopolfmeros 
carregados sao sensfveis ao pH e a forga ionica. Em valores de pH 
proximo ao ponto isoeletrico da protefna ou em for9a ionica elevada, a 
repulsao eletrostatica entre as goticulas nao e suficiente para prevenir a 
sua agrega^ao (Figura 4 . 6 ). Uma grande variedade de protemas e 
utilizada como emulsificante em alimentos, pois estas possuem elevadas 
proposes de grupos nao-polares, sendo, portanto, ativas na superffcie. 

Os polissacaridios, em sua maioria, sao predominantemente 
hidrofflicos e, portanto, nao-ativos na superffcie. Entretanto, alguns 
apresentam carater hidrofobico (goma arabica) ou que tenha sido 
modificado quimicamente pela introdu9ao de grupos nao-polares (amido 
modificado), podendo, entao, ser utilizado como emulsificante. Uma 
segunda fmalidade da utiliza9ao dos biopolfmeros em emulsao e 
aumentar a viscosidade da fase aquosa. 

Sao utilizados aqueles que possuem a seguinte caracterfstica: alta 
capacidade de hidratagao e moleculas estendidas. A habilidade para 
aumentar a viscosidade da solu9ao e dependente do seu peso molecular, 
do grau de ramifica9ao, da sua conforma9ao e flexibilidade. Ambos, 
protemas e polissacaridios, podem ser utilizados como agentes 
espessantes, mas os polissacaridios sao geralmente preferidos, pois 
tendem a ter peso molecular elevado e sao mais estendidos; portanto, 
podem ser utilizados em concentra9ao muito baixa. 

A conforma9ao e a orienta9ao das moleculas na interface sao 
govemadas pela tentativa de se reduzir a energia livre do sistema. As 
moleculas ampifflicas organizam-se de forma que o maior numero de 
grupos nao-polares esteja em contato com a fase oleosa, enquanto o 
maximo de grupos polares esteja em contato com a agua. Por essa razao, 
os emulsificantes de baixo PM tendem a manter seus grupos polares 
direcionados para o contato com a fase aquosa; e sua cadeia de 
hidrocarbonetos, para a fase oleosa. De forma similar, os biopolfmeros 
tambem possuem o mesmo comportamento. Frequentemente, os 
biopolfmeros alteram o arranjo de suas estruturas apos a adsor9ao na 
interface, maximizando o numero de intera9oes favoraveis. Em solu9ao 
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aquosa, as proteinas globulares adotam conforma9ao tridimensional, de 
forma que os aminoacidos nao-polares estejam predominantemente 
localizados no interior hidrofobico da molecula, mantendo-se distantes da 
agua (Figura 4 . 18 ). 




Biopolimero glubular 



Biopolimero flexivel 



Emulsificante 


Figura 4 . 18 - Oricnta^o c conforma^ao das moleculas na interface. 

As proteinas utilizadas como emulsificantes protegem as goticulas 
da coalescencia. As principals razoes sao: produzem emulsdes de 
goticulas de pequeno tamanho , oferecem for gas repuls ivas fortes entre as 
goticulas (combinagdo de interagoes eletrostatica e estericas), 
apresentam tensdo superficial elevada e formam membranas altamente 
viscoelasticas. As proteinas hidrolisadas sao menos efetivas na preven^ao 
da coalescencia devido a tendencia de se formarem camadas interfaciais 
muito finas e menos viscoelasticas, portanto facilmente rompidas. A 
coalescencia de emulsoes estabilizadas pelos emulsificantes de baixo PM 
e determinada por sua habilidade de manter as goticulas separadas e nao 
de oferecer resistencia a ruptura da membrana das goticulas. 

Inversao de fases 

A inversao de fase e o processo em que ocorre a mudan^a no tipo de 
emulsao oleo/agua para agua/oleo ou vice-versa. Esta inversao e um 
estadio essencial na fabrica^ao de importantes produtos, incluindo a 
manteiga e margarina. Geralmente e causada por alguma altera9ao na 
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composigao ou nas condigoes da emulsao (agitagao mecanica, tcmperalura, 
concentragao e tipo do emulsificante). Somente em certos tipos de emulsao 
e possivel ocorrer a inversao de fase. As bases fisico-quimicas sao 
extremamente complexas, envolvendo aspectos de floculagao, coalescencia 
e formagao de emulsao. Convenicntemcnte, a inversao de fase pode ser 
dividida em duas categorias conforme a sua origem: 

Na fabricagao de manteiga, o creme utilizado possui em tomo de 
30 % de gordura. A fase gordurosa encontra-se dispersa na forma de 
globulos no soro (O/A). Cada globulo de gordura e envolvido por uma 
membrana que funciona como emulsificante. Esta, como em todas as 
membranas biologicas, possui lipidios e protemas denominadas de 
lipoproteinas. A estabilidade da membrana depende da estrutura 
lipofilica/hidrofilica, de forma que os grupos polares se posicionam em 
lado oposto aos grupos hidrofobicos. 

Quando o creme e agitado, a camada de lipoprotema e rompida e o 
balango hidrofobico/hidrofflico fica comprometido, ocorrendo enlao a 
coalescencia dos globulos de gordura. Nesta situagao, os fosfolipidios 
tornam-se o principal emulsificante. A maior parte da agua encontra-se na 
forma de soro, mas o que permanece (- 18 %) na mistura gordura/agua e 
aprisionada na forma de emulsao (A/O) denominada manteiga. Esta nova 
situagao e denominada inversao de fase. 

Inversao de fase induzida pelo emulsificante - Ocorrc em emulsoes 
estabilizadas por emulsificantes de baixo PM, sendo provocada por 
alteragoes da geometria molecular das moleculas do emulsificante. Uma 
emulsao estabilizada por um emulsificante nao-ionico passa da emulsao 
do tipo oleo/agua para um sistema bicontinuo agua/oleo com o 
aquecimento, em razao da desidratagao progressiva dos grupos polares. 
Este processo e caracterizado como inversao de fase pela temperatura, 
govemada pela geometria molecular do emulsificante. 

Emulsao do tipo oleo/agua estabilizada por emulsificantes ionicos 
exibe comportamento similar quando a concentragao de eletrolitos na fase 
aquosa aumenta. Este tipo e reversivel, pois, quando a emulsao e 
resfriada ou a forga ionica diminui, a emulsao agua/oleo reverte-se para 
oleo/agua. E necessario agitagao contfnua durante este processo; caso 
contrario, ocorrera separagao de fases. O principal fator determinante 
desta inversao e a geometria molecular do emulsificante e de sua 
dependencia das condigSes do meio. 
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Inversao de fase induzida pela cristalizagao da gordura - Quando 
uma emulsao do tipo oleo/agua contendo goti'culas na forma lfquida e 
congelada na temperatura em que estas sao parcialmente cristalizadas, 
ocorre a inversao de fase para agua/oleo. A principal causa e a 
coalescencia parcial das gotfculas, que provocam a for mag a o de uma 
malha de cristais de gordura retendo agua. Esse e o principal estadio na 
produgao de manteiga e margarina. 

Quando a emulsao e aquecida em uma temperatura de forma que os 
cristais de gordura se fundem, a emulsao se rompe devido a liberagao das 
gotfculas de agua anteriormente retida, ocorrendo a separagao de fases. 
Isso pode ser observado quando se funde a margarina ou a manteiga 
posteriormente resfriada para a sua temperatura original. Esse tipo de 
inversao de fase depende principalmente da cristalizagao da gordura e da 
resistencia das gotfculas a coalescencia. 


Oxidagao da Emulsao 

Oxida^ao de lipidios e um termo generico utilizado para descrever 
uma seqiiencia complexa de altera<joes qufmicas, resultante da intera?ao 
do lipidio com as especies ativas oriundas do oxigenio (peroxido de 
hidrogenio, radical hidroxil e peroxil). E a principal causa da deterioragao 
da qualidade das emulsoes, existindo diferen?as significativas entre a 
oxida9ao em oleos e gorduras e os lipidios emulsionados. 

Considerando os dois tipos de emulsao: A/O e O/A, a oxida^ao da 
fra?ao lipidica na emulsao tipo A/O ocorre de forma similar aos oleos e 
gorduras pelo fato de a exposi?ao da superficie da fra?ao lipidica estar 
diretamente em contato com o oxigenio. A instabilidade oxidativa da 
emulsao tipo O/A origina-se da intera^ao entre o peroxido localizado na 
superficie das gotfculas e os metais de transi^ao (Fe ++ e Cu^) presentes na 
fase aquosa, capazes de promover a sua decomposi?ao em radicals 
peroxil e alcoxil altamente reativos, acelerando a rea?ao de oxida?ao do 
lipidio na emulsao. 

Os peroxidos presentes nas gotfculas da emulsao sao moleculas 
ativas de superficie, na qual, portanto, acumulam-se, enquanto as diversas 
especies moleculares responsaveis em acelerar a oxida^ao originam-se da 
fase aquosa. O aumento da velocidade da rea^ao requer que os pro- 
oxidantes estejam em contato com a fracjao lipidica na superficie das 
gotfculas, o que depende das caracterfsticas moleculares das varias 
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especies reativas envolvidas. Uma vez formado, os radicals livres na 
superffcie sao capazes de interagir com os lipfdios nas imedia^oes ou no 
interior das gotfculas; portanto, a vclocidade da reaijao de oxida<;ao em 
emulsao e limitada pela difusao dos radicais livres, peroxides ou do 
lipfdio de uma regiao para outra dentro das gotfculas. A formasao e a 
decomposiqao do radical alcoxil resultam em diferentes moleculas, 
incluindo aldefdos, cetonas, alcoois e hidrocarbonetos, responsaveis pelas 
propriedades sensoriais do oleo oxidado. 

Conceitualmente, a emulsao divide-se em tres regioes distintas: 
interior das gotfculas, fasc contfnua e regiao interfacial (Figura 4.2). A 
regiao interfacial consiste de uma pequena membrana que envolve cada 
gotfcula da emulsao, constituindo-se principalmente de moleculas ativas 
de superffcie. A natureza dessa membrana tern importante implicaqao no 
processo de oxidado de lipfdios. Outro fator importante e a orientagao 
das moleculas de lipfdios na regiao interfacial, ou seja, se eslao paralelas 
ou perpendiculares a interface. Esta situaijao afeta o acesso das especies 
reativas oriundas do oxigenio. 

Quando o emulsificante e utilizado para estabilizar a emulsao, 
somente uma fragao deste envolve as gotfculas prevenindo da 
coalescencia, enquanto o reslante permanece na fase aquosa. As varias 
moleculas presenles na emulsao particionam entre as tres diferentes 
regioes de acordo com a sua polaridade e atividade de superffcie. As 
moleculas nao-polares localizam-se predominantemente na fase oleosa, 
as moleculas polares, na fase aquosa e as ampifflicas, na interface. 


Fatores que influenciam a oxidagao de lipfdios em 
emulsao 

1) Emulsificante e pH da emulsao Os emulsificantes afetam a 
oxidagao de lipfdios de diferentes modos, por exemplo, influenciando a 
espessura da interface. As protefnas sao os emulsificantes preferidos para 
a emulsao tipo O/A pela sua resistencia superior a coalescencia. Nao 
podem ser utilizadas para a emulsao tipo A/O devido a insolubilidade no 
oleo. As emulsoes estabilizadas por protefnas o pH devera estar abaixo ou 
acima do pi da protefna para se evitar a coalescencia das gotfculas. 
Portanto, as gotfculas emulsificadas podem apresentar cargas positivas ou 
negativas na superffcie. 
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As cargas da superficie das goticulas de uma emulsao sao 
nnportantes na oxidagao de lipidios catalisados por tra?os de ions 
nstalicos, como o Fe ++ . Superficie com cargas negativas, as goticulas da 
emulsao atraem os metais prooxidantes carregados positivamente 
trazendo-os para a proximidade dos acidos graxos insaturados : portanto 
acelerando a oxidagao. 6 importante levar em consideragao que a 
solubilidade dos metais aumenta com a diminuigao do pH, aumentando 
potencialmente a oxidagao. 

2) Estrutura quimica dos lipidios — A estrutura quimica da 
molecula do lipidio que determina sua sensibilidade a oxidagao resume-se 
ao numero e a localizagao da insaturagao. A utilizagao de fontes de 
lipldios contendo pouco ou nenhum acido graxo insaturado seria a 
estrategia a ser utilizada para retardar a oxidagao de lipidio. Na pratica, 
este procedimento seria impossxvel. 

3) Concentragao de oxigenio - A oxida^ao de lipidios envoive a 
rea?ao entre o acido graxo insaturado e o oxigenio. Sendo o oxigenio tres 
vezes mais soluvel em oleo que em agua (0,6 mM e 0,2 mM, 
respectivamente), quantidade suficiente esta presente na fase oleosa. A 
utiliza?ao de embalagem a vacuo ou a nitrogenio retarda o processo 
oxidativo de urn produto, que se toma sensivel apos aberta a embalagem. 
Portanto, a sua exclusao (embalagem a vacuo ou a nitrogenio) da fase 
aquosa certamente control a a difusao para a fase lipidica. 

4) Antioxidantes - A questao da parti^ao do antioxidante em 
diferentes fases da emulsao e fundamental para a sua agao. Os 
antioxidantes polares sao mais ativos em meio nao-polar, como oleo, que 
os nao-polares. Isto se deve ao fato de que os antioxidantes polares se 
localizam na interface ar/dleo, onde ocorre ou se inicia a oxidagao. Por 
outro lado, os antioxidantes lipofilicos sao ativos em sistema polar, como 
emulsao do tipo O/A, em razao da sua caracterfstica nao-polar 
localizando na fase oleosa, onde a oxida^ao se propaga. 

Na emulsao O/A, as goticulas de oleo sao revestidas pela interface, 
nao estando, portanto em contato direto com o ar e, ou, agua. A oxidagao 
de lipidios e urn fenomeno interfacial. Em oleos, as reagoes de oxidagao 
ocorrem na interface entre o oleo e ar, no espago livre acima ou na 
interface entre o oleo e o ar dissolvido. Em geral, a velocidade das 
reagdes de oxidagao e mais rapida em emulsoes que em oleos, em razao 
da elevada area superficial presente na emulsao, comparada com a 
relativamente pequena interface entre o ar e o oleo. Outros fatores, como 





262 


Quimica de Alimentos - Teoria e pratica 


a espessura da interface, cargas presentes e capacidade de complexagao 
de metais pelo emulsificante, sao significantes para a oxidagao. 

Em emulsao tipo O/A, a concentragao de prooxidantes e elevada na 
fase aquosa, portanto a oxidagao pode entao ser iniciada nesta fase ou na 
interface em vez de ocorrer da fase oleosa. Portanto, o oxigenio, os 
metais prooxidantes e antioxidantes soluveis em agua necessitam se 
difundir atraves da fase aquosa antes de atingir as gotfculas de oleo ou a 
interface da emulsao. 

O processo mais efetivo para retardar a oxidagao de lipfdios e a 
incorporagao de antioxidantes, que funcionam por diferentes 
mecanismos, incluindo o controle da oxidagao dos substratos (oxigenio e 
lipfdios), controle dos prooxidantes (especies reativas oriundas do 
oxigenio e metais) e inativagao de radicais livres (Capftulo 2). 

- Antioxidantes primarios : Sao capazes de remover os radicais livres 
bloqueando a reagao inicial e, portanto, interromper a reagao de propagagao. 
Apresentam maior afinidade pelos radicais peroxilas que os lipfdios, 
convertendo-os em radicais mais estaveis ou em nao-radicais (eq. 4.5). 

eq. 4.5 


ROO- + AH -> 

ROOH + A* 

RO*+ AH —> 

ROH + A* 

R* + AH -> 

RH + A* 

O radical antioxidante (A.) produzido neste processo e muito 
menos reativo que o radical peroxil, portanto menos eficiente para 
promover a oxidagao. Os antioxidantes primarios sao tambem capazes dg 
terminar a reagao de oxidagao reagindo com os radicais peroxil e alcoxil, 
e entre outros (eq. 4.6). 


eq. 4.6 

ROO* + A* —> 

ROOA 

RO* + A* —> 

ROA 

A* + A* —» 

AA 


Os antioxidantes normalmente utilizados em oleos/gorduras sao 
tambem eficazes para emulsoes. Entretanto, sua eficiencia e 
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consideravelmente distinta, o que e atribufdo a afinidades diferenciadas 
na interface ar/oleo ou agua/oleo. Os antioxidantes polares sao mais 
eficientes em oleos/gorduras pela formagao de uma membrana protetora 
na interface ar/oleo, reduzindo o acesso do substrato lipfdio ao oxigenio. 

Em contraste, os antioxidantes nao-polares sao mais eficazes em 
emulsao em razao de sua retengao pelas gotfculas de oleo que se 
acumulam na interface oleo/agua, local onde os peroxidos presentes na 
superffcie e os prooxidantes oriundos da fase aquosa ocorrem. Pela 
mesma razao, a eficiencia dos antioxidantes primarios em retardar a 
oxidagao de lipfdios em emulsao do tipo O/A aumenta com a diminuigao 
de sua polaridade ou com aumento da atividade de superffcie, pois se 
localiza na interface oleo/agua, onde ocorrem as reagoes, devendo, 
portanto, os antioxidantes ampifflicos ser mais eficientes. 

- Antioxidantes secundarios : Retardam a oxidagao de lipfdios por 
varios mecanismos, entre eles a complexagao com metais, regeneragao 
dos antioxidantes primarios doando hidrogenio, remogao do oxigenio e 
desativagao das especies reativas. Do ponto de vista da emulsao O/A, os 
tipos mais importantes sao aqueles capazes de complexar com metais. 

A presenga de metais de transigao, como o ferro e cobre, na fase 
aquosa da emulsao e o principal fator na promogao da oxidagao. Os mais 
utilizados sao o EDTA, acido fosforico e os polifosfatos, os quais se 
ligam fortemente aos minerals, tornando-os nao-disponfveis tanto para 
catalisar as reagoes de oxidagoes quanto para o organismo. O acido 
cftrico pode tambem ser utilizado, mas e menos eficiente, alem de ter 
limitado uso em diversos alimentos em razao de seu flavor, solubilidade 
e, ou, requerimento de meio acido (Capftulo 2). 

A eficiencia do antioxidante em emulsao e diferente quando 
comparado a oleos/gorduras. Essa diferenga e atribufda a afinidade com a 
interface ar/oleo ou agua/oleo. Os antioxidantes polares, devido a 
formagao de uma membrana de protegao na interface ar/oleo, reduzem o 
acesso do lipfdio ao oxigenio. Em contraste, os antioxidantes nao-polares 
sao mais efetivos em emulsoes, em razao da formagao de uma membrana 
de protegao que envolve as gotfculas. 

As celulas vivas freqiientemente utilizam a mistura sinergfstica de 
antioxidante polar e nao-polar, e o mais importante par hidrofobico- 
hidrofflico descrito na literatura consiste de a-tocoferol e acido ascorbico. 
A vitamiha E localizada na membrana celular atua removendo os radicas 






264 


Quimica de Aliment os - Teoria e pratica 


livres, e cada molecula e capaz de remover dois radicais, sendo 
posteriormente regenerada pela vitamina C (Figura 3.8). 

5) Interaqdo com os componentes da fase aquosa - As emulsoes 
apresentam diversos ingredientes na fase aquosa que podem influenciar 
nas reagoes de oxidagao, como as protefnas, a^ucares, acidos, bases, 
tampoes, sais, polissacarfdios e emulsificantes. Estes atuam como 
antioxidantes ou proantioxidantes, dependendo de suas propriedades 
qufmicas. 

- Sais: O efeito antioxidante do sal e provavelmente devido a sua 
habilidade de reduzir a tendencia das cspecies carregadas de se 
acumularem na interface das gotfculas, interagindo eletrostaticamente 
com estas; ja o seu efeito prooxidante deve-se provavelmente ao fato de 
aumentar o efeito catalftico dos ions presentes. 

- A^ucares: Os a<;ucares nao-redutores, como a sacarose, diminuem 
a concentra?ao do oxigenio dissolvido e aumentam a viscosidade da fase 
aquosa (diminuindo a difusao das especies reativas), alem de atuarem na 
remorao de radicais livres. Os agucares redutores promovem a oxida 9 ao, 
reduzindo os metais de transigao para o estado mais ativo (Fe +++ —> 
Fe^). Este efeito pode tambem ser observado em qualquer outro 
componente redutor presente na emulsao como a glutationa, ascorbato e 
tocoferol. 

- Polissacarfdios: A adi^ao de polissacarfdios em emulsao do tipo 
O/A, alem de aumentar a viscosidade da fase aquosa, melhora a textura e 
estabiliza as gotfculas evitando a coalescencia. O mecanismo de prote^ao 
da oxida^ao de lipfdios provavelmente ocorre pela complexa^ao com os 
metais. 

- Protefnas: As protefnas sao frequentemente utilizadas para 
estabilizar as gotfculas da flocula^ao ou coalescencia. Em varios tipos de 
emulsao, quantidades apreciaveis de protefnas nao sao adsorvidas e, 
portanto, dispersam na fase aquosa, podendo aumentar ou diminuir a 
estabilidade oxidativa da emulsao por diversos mecanismos: enzimatico e 
nao-enzimatico, complexaijao de metais, remo^ao de radicais livres e 
catalisa^ao de rea^oes especfficas. 

- Emulsificante: A sensibilidade do emulsificante contendo 
hidrocarboneto insaturado a oxida^ao lipfdica depende de a cadeia estar 
perpendicular ou paralela as gotfculas da superffcie; neste ultimo caso ha 
maior tendencia a oxida^ao pelos radicais livres gerados na fase aquosa. 
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Esta pode promover a instabilidade ffsica de algumas emulsoes. Por 
exemplo, varios produtos oriundos da oxida^ao sao ativos de superficie e, 
portanto, podem interagir com a membrana interfacial que envolve as 
gotfculas, provocando a coalescencia. Estrategias para retardar a oxida^ao 
de lipidios em emulsao envolvem a incorpora?ao de antioxidantes e o 
controle das condi^oes de armazenamento. 

Os emulsificantes utilizados em emulsao tipo O/A previnem a 
coalescencia ou flocula^ao, pela forma^ao de uma membrana protetora 
em volta das gotfculas. Apos a homogeneiza^ao, quantidade significativa 
do emulsificante nao-adsorvido estara presente na fase aquosa da 
emulsao, formando micelas capazes de incorporar as moleculas nao- 
polares e polares que alteram a estabilidade oxidativa do sistema. 

- Acido, base e tampao: Sao utilizados no controle do pH da 
emulsao com efeitos na estabilidade, reologia e no flavor do produto. O 
pH da fase aquosa influencia a estabilidade oxidativa da emulsao do tipo 
O/A de diversas maneiras, em razao do seu efeito sobre a reatividade e 
solubilidade das espccies reativas envolvidas no processo. 

A natureza da membrana que envolve as gotfculas e importante no 
processo da oxida?ao de lipidios e ocorre de forma similar, conforme 
descrito no Capftulo 1, em emulsao do tipo A/O; porem isso nao ocoire no 
tipo O/A. As gotfculas de emulsoes sao envolvidas por uma membrana de 
moleculas de emulsificante, que previne a sua coalescencia. 

Em alimentos, esta membrana geralmente consiste de pequenas 
moleculas de surfactantes ou protefnas e, ou, combina^oes. Alem de 
aumentar a estabilidade ffsica da emulsao, essa membrana protege os lipidios 
da oxida^ao, atuando como barreira a difusao e penetra^ao de especies 
moleculares capazes de iniciar a oxida^ao no interior das gotfculas. 

A homogeneiza^ao protege o leite da oxida^ao catalisada por 
complexos de metais. Em leite cru, a membrana que envolve as gotfculas 
de gordura consiste de lipoprotefnas e pequenas quantidades de 
fosfolipfdios, esterois e enzimas. A homogeneiza^ao aumenta a area 
interfacial e altera a composi^ao da membrana das gotfculas. A casefna, 
que se encontrava originalmente dispersa na fase aquosa, e adsorvida na 
superficie das gotfculas, formando uma camada de prote^ao e 
aumentando a estabilidade oxidativa. 
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Interagao do Emulsificante com Proteinas e 
Amido 

As proteinas do trigo sao consideradas, em razao de sua habilidade 
em formal massa viscoelastica, a unica com essa propnedade. Quando a 
”de fannha de trigo com agua (3:1) 6 movimentada resulta na 
W de uma massa^om propnedade vi^ica P = P- 
fabricacao de pao e de outros produtos de pamficagao. Esta caracteristica 
fatrSatVoKinas do trigo. A frapao proteica presente na fannha 
aoresenta duas frapoes: soluvel e ImolM. As proto, nas solu.ets 
representam 20% do total, sendo constitu.'das pnncipalmente de alburnum 
e globulina. Estas nao contribuem para a formagao da massa. 

A principal protefna dt reserva do trigo e o gluten, constituido de 
uma mistura heterogenea de proteinas, princ.paimente g/md iinas 
gluteninas, com solubilidade Hnutada em agua. A formpw da 
capacidade viscoelastica da massa capaz de reter o gas durante 
fermentagao e atribuida as proteinas do gluten Aproximadamente 3 
da^omposicao em aminoacido e de hidrofobicos, contnbuindo para a 
formacao de agregados de proteina atraves de interagoes hidrofobicas e 
de Scao com lipidios e outras molecu.as nao-polares Os amnofc.*» 
cisteina e cistina (2-3% do total de aminoacido do gluten), duran 
formacao da massa, promovem a polimerizagao das proteinas do g u e , - 
por meio da formagao de pontes de enxofre. 

Diversas transformagoes quimicas e fisicas ocorrem durante a 
movimentagao da mistura farinha de tngo e agua. Nesta etapa 
proS do gluten absorvem agua e se toma parcalmente estendida 
facilitando asfnteragoes hidrofobicas e reagao de formagao de pontes de 
enxofre resultando^ na formagao de polimeros lineares. As interagoes 
entre estes polimeros ocorrem via pontes de hidrogemo, associag 
hidrofobica e pontes de enxofre formando filmes capazes e reter o gas^ 
Em razao destas transformagoes ocomdas no gluten a ° 

massa aumenta com o tempo ate certos limites segutdo ^^'^4 
estrutura O tempo necessario para se atingir a forga maxima da mas 
du“ a movimentagao, esta relacionada com a quahdade da fannha. 

maior tempo e melhor qualidade. 

A presenga de pontes de enxofre nas proteinas do trigo forma uma 
malha (Figura 4.19), e a estrutura do gluten se toma mais forte quanto mais 
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pontes de enxofre estiverem presentes. Agentes oxidantes, como bromato 
ou deidroacido ascorbico, aumentam a forga do gluten, por meio da 
oxidagao de grupos sulfidrila (-SH), aumentando o numero de pontes de 
enxofre intermolecular (-S-S-). Estas ligagoes cruzadas permitem as 
proteinas do gluten a formagao de redes de proteinas, resultando na 
melhoria da elasticidade da massa e da caracterfstica final do produto. 

Alguns tipos de emulsificantes (estearoil-2-laclilato e derivados de 
monogliceridios e polissorbatos) sao capazes de interagir com as 
gluteninas, gliadinas e lipidios polares da farinha, aumentando, assim, o 
numero de interagoes na rede, o que a torna mais flexivel e resistente e 
melhora a retengao do C0 2 e a elasticidade. 

O mecanismo exato desta interagao ainda nao e claramente 
compreendido, mas provavelmente envoive interagoes hidrofflicas e 
hidrofobicas do emulsificante com as proteinas durante a movimentagao 
da massa. Com o aquecimento, ocorre a desnaturagao da protefna e as 
moleculas do emulsificante sao translocadas e se ligam as moleculas do 
amido gelatinizado, formando o complexo protema-lipidio-amido. 

H 


S 



s s 

Redupao 

S H Oxidapao 



H 

Figura 4.19- Esquema da malha do gluten c modificagoes qufmicas. 
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As propriedades da massa (retengao de gas, estrutura e vida util) 
podem ser melhoradas com a adigao de emulsificantes sinteticos (Tabela 
3.6). Os emulsificantes com BHL entre 9 e 11 sao mais efetivos. O seu 
efeito esta relacionado com a interagao com o complexo amido-protema- 
gordura-agua. A base molecular desta interagao nao esta perfeitamente 
esclarecida. 


Tabela 3.6 - Efeito do emulsificante na qualidade do pao 


Emulsificante 

Volume 

Vida util 

Qualidade 

Ester de sorbitana 

Muito bom 

S/efeito 

Bom 

Estearoil-2-lactil calcio 

Muito bom 

Bom 

Muito bom 

Lactato de monoestearato 

Bom 

Bom 

Muito bom 

Monoglicerfdio succinilato 

Muito bom 

Muito bom 

Muito bom 

Mono e diglicerfdio etoxilado 

Muito bom 

S/efeito 

Razoavel 

Estearoil lactilato de sodio 

Muito bom 

Bom 

Muito bom 


O amido gelatinizado, seja total ou parcial, forma uma pasta, e, a 
medida que esta se resfria, o gel e forrriado. Nesta situagao, pequenas 
quantidades de solido mantem imobilizada uma grande quantidade de 
agua. Com o resfriamento do gel, as moleculas de amilose se atraem, 
expulsando a agua, quando, entao, ocorre a compactagao. Esse fenomeno 
de recristalizagao das cadeias do amido e denominado retrogradagao e e 
irreversfvel, sendo o responsavel direto pelo endurecimento de produtos a 
base de amido. 

A interagao do emulsificante com a amilose formando complexos 
helicoidais insoluveis e fungao importante em varios produtos 
industrializados a base de amido. Dentre os emulsificantes comerciais 
dispomveis, o monoglicerfdio saturado destilado possui o mais alto fndice 
de complexagao, seguido do estearoilactilato; no outro extremo, a 
lecitina. O fator mais relevante na formagao do complexo helicoidal com 
a amilose e a configuragao quimica do emulsificante, de modo a permitir 
o perfeito encaixe na dimensao da helice da amilose formada ao redor do 
agente complexante. 
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O monogliceridio contendo acido graxo saturado e mais efetivo que 
o insaturado, provavelmente em razao da forma nao-linear da cadeia de 
hidrocarboneto do acido graxo insaturado, em comparagao com a cadeia 
linear do saturado (Figura 4.2). A cadeia linear da amilose se dobra, 
formando helices com o emulsificante, a semelhan^a do iodo. Os grupos 
C-H e o oxigenio glicosidico orientam-se para dentro da helice, formando 
uma camada hidrofobica, com os grupos hidrofilicos (OH) voltados para 
fora. O complexo formado e insoluvel em agua, o que afeta a mobilidade 
da amilose durante o processamento termico, reduzindo a retrogradacjao. 



Determinagao do Tipo de Emulsao 

1 - Emulsao e um sistema que consiste de uma, ou mais, fase 
dispersada ou descontfnua em uma fase continua. Em alimentos, a fase 
contfnua e geralmente agua ou oleo comestivel. A classifica^ao com base 
no estado fisico das particulas compreende: dispersao (solido dispersado 
em lfquido), emulsao (liquido disperso em lfquido) e espuma (gas 
disperso em lfquido). A emulsao e a espuma podem ser estabilizadas na 
presen?a de emulsificantes, os quais diminuem a tensao superficial, por 
intermedio de aditivos, os quais aumentam a viscosidade da fase 
contfnua. 
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Procedimento 

- Colorir o oleo com o corante (vermelho Sudan III). 

- Misturar o emulsificante com o liquido especificado na tabela 
abaixo. 

- Colocar oleo e agua no misturador (eletrico) e agitar por 30 
segundos. 

- Transferir para o bequer e observar. 

- Observar a emulsao no microscopio (lamina), para determinar se 
ela e do tipo O/A ou A/O. 

Obs. Vermelho Sudan III € soluvel em oleo e insoluvel em agua. Portanto, 
a coloragao nao se espalha alem dos globulos de oleo. 


Emulsificante 

Oleo 

(ml) 

Agua 

(ml) 

Dissolver o 

Emulsificante 

Emulsao oleo/agua 




1 - Controle (sem emulsificante) 

10 

40 

- 

2 - Lecitina - 0.5 g 

10 

40 

Oleo 

3 - Clara de ovo - 0,5 ml 

10 

40 

Agua 

4 - Tween 40 - 0,5 g 

10 

40 

Oleo 

5 - Detergente 0,5 ml 

10 

40 

Agua 

Emulsao agua/oleo 




1 - Controle (sem emulsificante) 

40 

10 

- 

2 - Lecitina - 0,5 g 

40 

10 

Oleo 

3 - Clara de ovo - 0,5 ml 

40 

10 

Agua 

4 - Tween 40 - 0,5 g 

40 

10 

Oleo 

5 - Detergente - 0,5 ml 

40 

10 

Agua 

2 - As margarinas, 

muito utilizadas 

como 

substituto da manteiga, 


con tern gorduras vegetais hidrogenadas. Por regulamenta?ao, a margarina 
comum contem 80% de gordura e a dietetica, entre 39 a 41%. Portanto, a 
diferenga fundamental entre a margarina light e a normal esta no 
conteudo de gordura e de agua. A emulsao A/O e estabilizada pela 
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mistura de mono e digliceridios (-0,5%) e lecitina (-0,25%). A fase 
aquosa da margarina possui pH entre 4,2 e 4,5 pela adigao de acido 
cftrico e latico. Alem de afetar o sabor e aroma, esses acidulantes 
protegem da degrada?ao microbiologica e complexam metais. 

No caso da maionese, a emulsao e do tipo O/A contendo entre 50 e 
85% de oleo comestfvel, 5 e 10% de gema de ovo, vinagre, sal e 
temperos. A emulsao formada e estabilizada pelos fosfolipidios presentes 
na gema. No caso de uma maionese com baixo teor de oleo (< 50%), e 
necessaria a adi?ao de espessantes como amido, pectina, agar-agar, 
alginatos, carboximetilcelulose, proteina de leite ou gelatina. Como 
conservantes, sao utilizados os acidos sorbico, benzoico e paraben. 

Procedimento 

Dissolver a margarina em estufa e colocar em uma proveta 
graduada 20 mL de margarina light e, em outra proveta, identica a 
primeira, a mesma quantidade de margarina comum; aquecer em banho- 
maria as duas provetas contendo as margarinas ate o aparecimento de 
duas fases. Em seguida: 

1 - reproduzir as figuras obtidas (provetas) apos o aquecimento das 
margarinas, identificando as duas fases; 

2 - verificar visualmente o conteudo de agua nos dois tipos de 
margarinas; e 

3 - verificar no rotulo os aditivos presentes, explicando a razao de 
sua utilizatjao. 

Exercicios 

1) Verificar como o tipo de emulsificante afeta a formagao e 
estabilidade das emulsSes A/O e O/A. 

2) Quais propriedades quimicas devem ter um bom emulsificante? 

3) Qual e o tipo de emulsao em creme, margarina, manteiga, molho 
para salada e leite? 

4) Que tipo de emulsificante (baixo ou alto BHL) deve ser 
selecionado para a fabricacjao de margarina e de molho para salada? 

5) Por que os detergentes sao otimos agentes de limpeza? 
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Oleos Essenciais 


Introducao 

Os oleos essenciais sao geralmente uma mistura complexa de 
hidrocarbonetos, alcoois e compostos carbonilicos. Os hidrocarbonetos 
mais freqiientemente encontrados pertencem a grupos de substancias 
conhecidas como terpenos e, em menor frequencia, sesquiterpenos. 
Ocorrem em todo tecido vivo de planta, geralmente concentrados na 
casca, nas flores, no rizoma e nas sementes. 

Estes oleos nao apresentam nenhuma rela 9 &o com os oleos 
comestiveis, uma vez que nao sao esteres de glicerol. Sao inflamaveis e 
soluveis em alcool e eter, mas insoluveis em agua. A sua utiliza^ao na 
industria de processamento de alimentos continua crescendo, em 
substituigao aos condimentos na forma natural, em virtude de sua 
uniformidade, estabilidade e higiene. 

As reagoes quimicas e bioquimicas responsaveis pelas 
caracteristicas do aroma no alimento sao muito complexas. Existem 
aproximadarriente 4.000 tipos de substancias volateis ja identificadas 
oriundas de diferentes vias metabolicas, dos quais apenas alguns sao 
conhecidos. Alem do mais, a rela^ao entre a estrutura quimica e a 
atividade desses compostos permanece ainda desconhecida. 


✓ 

Extra^ao de Oleos Essenciais 

Podem-se obter os oleos essenciais a partir do tecido vegetal, por 
arraste com vapor. O extrato bruto obtido e extraido diversas vezes com 
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solventes organicos, os quais sao posteriormente removidos, o que resulta 
em um produto final constitui'do de volateis e material resinoso nao- 
volatil contendo o principio ativo caracterfstico. 

A extragao pode ser realizada mecanicamente ou por 
procedimentos de destilagao. Como diversos constituintes sao 
termolabeis, sensiveis a acidos ou facilmente hidrolisados, a composigao 
e a qualidade do produto dependem do procedimento de isolamento. 

Os componentes individuals podem ser separados do extrato bruto, 
por meio da destilagao fracionada a pressao reduzida, cristalizagao ou 
cromatografia. A pressao e a temperatura utilizadas no processo sao 
selecionadas de forma a evitar, ao maximo, perdas de substancias 
aromaticas provocadas pela decomposigao termica, oxidagao ou hidrolise. 

Quando o teor de oleo essencial na amostra e baixo, os 
constituintes aromaticos podem ser destrufdos durante a destilagao ou 
solubilizados em agua, ao passo que o oleo pode ser recuperado por meio 
do processo de extragao. 

Os solventes comumente utilizados sao hexano, cloreto de 
metileno, acetona, etanol, agua, oleos vegetais e CO , liquido (Capftulo 
18). Os solventes sao posteriormente removidos por destilagao, e o 
extrato bruto content, alem do oleo essencial, lipfdios, ceras, pigmentos e 
outras substancias extraidas. 

A utilizagao de condimentos na forma de po apresenta certas 
dificuldades tecnologicas em razao de sua curta "vida de prateleira", da 
perda do aroma e da contagem bacteriana elevada, acelerando a 
contaminagao microbiologica em produtos processados. Com a utilizagao 
do extrato, esses problemas sao contomados e a qualidade do produto 
final (extrato) depende do solvente utilizado e da materia-prima. O flavor 
pungente caracterfstico de condimentos como pimenta, paprica e gengibre 
(Tabela 5.1) e derivado de substancias nao-volateis. A concentragao de 
capsaicina na pimenta-vermelha depende de fatores como variedade, 
local e epoca de cultivo, secagem e condigoes de armazenamento 
variando de 0,075-0,8%. 

Alguns terpenos, como o hidrocarboneto limoneno (Figura 5.1), sao 
encontrados em diferentes especies vegetais, enquanto outros, 
principalmente aldefdos aromaticos e fenois, ocorrem como principais 
constituintes em algumas plantas. O aroma caracterfstico do oleo de 
cravo, por exemplo, e devido principalmente ao eugenol. Entretanto, o 
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aroma completo de uma especiaria geralmente depende da mistura de 
diversas substancias, nao sendo reproduzido por um simples componente. 


Tabela 5.1 - Substancias pungentes em condimentos 


Nome 

Estrutura Ocorrcncia 

Pungcncia 

rclativa* 

Piperina 

0 

Pimenta-prcta 

1.0 

Piperanina 


Pimenta-preta 

0,5 

Gingerol 

O 0 

Gcngibre 

0,8 

Shogaol 


GENG1BRE 

1,6 

ZINGERONA 

0 

H 3 C- 0 v /s^^ 

HO*A/ 

Gcngibre 

0,2 

Capsaicina 


Capsicum 

280 

Deidro- 

capsaicina 

0 

Capsicum 

280 

Nordcidro- 

capsaicma 

0 

Capsicum 

210 


* Referenda: Pungcncia da piperina = 1,0. 
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Zingiberene Carvone Limoneno Eugenol Anetole Cominaldeido 

Figura 5.1- Alguns flavorizantes presentes no oleo vegetal. 


✓ 

Caracteristicas dos Oleos Essenciais 

A grande maioria dos oleos essenciais de interesse comercial e uma 
mistura de hidrocarbonetos monoteipenos e sesquiterpenos. Um segundo 
componente presente em concentragao elevada consiste principalmente 
de compostos aromaticos. Os terpenos sao considerados produtos da 
fusao de duas ou mais unidades de isopreno (C 5 H g ), tendo a formula geral 
(C.H g )n. Possuem grupos funcionais como OH ou C=0 e geralmente sao 
hidrocarbonetos insaturados de estrutura ciclica. Estes sao classificados 
de acordo com o numero de unidades de isopreno, que variam de 2 a 8: os 
monoterpenos, ou simplesmente terpenos (Figura 5.2), possuem duas 
unidades de isoprenos com dez carbonos (duas unidades de isopreno); os 
sesquiterpenos, tres unidades; e os diterpenos, quatro unidades. O aroma 
e o odor destes hidrocarbonetos sao muito baixos, comparados com os de 
seus derivados oxigenados. Portanto, o seu teor no oleo e sempre 
reduzido. 



Geranial Neral Limoneno Mentol Mentona 


Figura 5.2 - Monoterpenos: duas unidades de isopreno. 
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Oleo de citrus - As frutas citricas laranja, limao, lima, tangerina 
etc. possuem alta concentragao de oleo essencial (>3,0%), sendo este 
comercialmente obtido como subproduto da produgao de suco. Na 
prensagem, oleo e suco sao extraidos simultaneamente, sendo o primeiro 
removido por centrifugagao. 

Este oleo e uma mistura de hidrocarbonetos do grupo de terpenos, 
sesquiterpenos, compostos oxigenados, como aldeidos, cetonas, acidos, 
esteres, eteres, fenois, lactonas e pequenas quantidades de parafinas e 
ceras. Encontra-se alojado em bolsas e e removido da casca durante a 
extragao do suco, sendo muito utilizado na industria de alimentos, de 
cosmeticos e farmaceutica, em tintas, inseticidas, borrachas, texteis e 
produtos veterinarios. 

Normalmente, na industria, a fragao de terpenos sofre uma redugao 
parcial, denominada desterpenagao. Os objetivos desse processo sao 
concentrar os componentes responsaveis pelo aroma (principalmente 
citral) e assegurar que o produto tenha maior estabilidade, tomando-o 
menos sensivel a oxidagao, e melhor solubilidade. O termo desterpenagao 
e usado para designar este processamento, apesar de nao ocorrer retirada 
total da fragao de terpenos. Varios processos sao utilizados para esse fim, 
como destilagao fracionada a vacuo, extragao seletiva por solventes, 
separagao cromatografica e, mais recentemente, desterpenagao com C0 2 - 
supercrftico (Capitulo 18). 

- Oleo de laranja: obtido pela prensagem a frio da casca, possui 
elevado teor de limoneno (acima de 90%). O seu aproveitamento in 
natura , porem, e tecnicamente inviavel, pois o alto teor de monoterpenos 
presente implica um produto instavel, muito sensivel a luz e calor. Os 
varios tipos de oleo apresentam diferenga no teor de compostos 
oxigenados. Importante para o aroma sao os aldeidos (octanal, decanal e 
citral) e os esteres (acetato de octila e nerila) (Tabela 5.1). 

- Oleo de limao: obtido da prensagem da casca, tern como principal 
componente os terpenos (limoneno, (3-pineno e y-terpineno). O limoneno 
e o principal constituinte, porem presente em menores quantidades que 
nos demais oleos, representando 60 a 75% do total do oleo. O odor 
caracteristico do oleo de limao, o qual e diferente dos outros citros, deve- 
se a presenga do citral (neral e geranial). O oleo essencial de limao tern 
aproximadamente 90% de terpenos nao-oxigenados, os quais nao 
contribuem significativamente para o flavor caracteristico. Devido, 
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principalmente, a insaturagoes facilmente oxidadas em presenga de calor, 
luz e oxigenio (eq. 5.1), ha formagao de aromas indesejaveis, originados 
de novos compostos formados. Os produtos da sua oxidagao de maior 
contribuigao para estes aromas indesejaveis sao carveol e carvona. 

Tabela 5.1 - Composigao do oleo de laranja-valencia 


Composto 

Concentra^ao 

Etanol 

0,1% 

Acetato de etila 

50 ppm 

Acetal 

20 ppm 

Hexanal 

200 ppm 

Butirato de etila 

0,1% 

Trans-2-hexenal 

50 ppm 

Alfapineno 

0,4% 

Sabineno 

0,4% 

Mirceno 

1,8% 

Octanal 

0,5% 

Limoneno 

93,6% 

Linalool 

0,5% 

Decanal 

0,6% 

Neral 

0,2% 

Geranial 

0,1% 

Valenceno 

1,7% 


Os oleos essenciais utilizados industrialmente sao, em sua maiona. 
destilados, obtidos tambem como subprodutos de varios processos de^ 
recuperagao de essencias. O limoneno 6 o principal componente do oleaj 
essencial de citros. E muito sensivel a oxidagao, e os hidroperoxidos 
produzidos sao muito instaveis, dando origem a uma mistura de^ 
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compostos oxigenados (eq. 5.1) que altera o flavor do suco “velho” ou 
enlatado. 

eq. 5.1 


Hidroxiperdxido 
n O-OH 



H,C 



OH 


Hidroxilimoneno 


2^ CH, 



CH 3 h 2 0 

01 , L 


H 2 C CH; 

Limoneno 

hidroxiper6xido ^ CH- 


I Hidroxiperoxido 

o / ^ r'u 



Oxilimoneno 



Epdxido 

(Limonenoxido) 


CH 


CH, 

£ 

h 2 c ch 3 

Diidroperdxido 


-OH 


OH 


De forma similar, o valenceno e oxidado para nootcatono (eq. 5.2), 
responsavel pelo sabor amargo e ran^oso em suco de laranja “velho”. 

eq. 5.2 



Valenceno 


Hidroperoxido 


Nootcatono 
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Oleo de aniz - Obtido a partir de sementes secas e constitui'do 
essencialmente de anetole (trans-l-p-metoxifenil-propeno), representa 80 
a 90% do oleo e se cristaliza em temperatura ambiente (22 °C). O 
componente menor e o isomero p-allilanisole (3-p-metoxifenil-propeno), 
que se cristaliza em temperatura de resfriamento. A temperatura na qual 
ocorre o congelamento do oleo e utilizada pela industria para estimar o 
teor de anetole e, portanto, a qualidade do oleo. 

Oleo de erva-doce - Obtido de sementes, seu teor varia de 1,0 a 
3,0% do peso da semente, contendo dois componentes principais: 
carvone e limoneno. Ambos possuem a unidade basica comum entre os 
monoterpenos: 1-metil-l-isopropileicicloexano, sendo carvone seu 
principal constituinte (55%). 

Oleo de hortela - Obtido principalmente de folhas secas (88%) e, 
em menor proporgao, de talos (12%), tern como principais componentes 
os monoterpenos oxigenados ciclicos mentol e mentona, sendo o primeiro 
responsavel pelo sabor e odor refrescante. 

Oleo de cominho - Obtido da fruta seca, sendo seu principal 
constituinte volatil o p-isopropilbenzaldeldo, contendo limoneno e outros 
compostos, que contribuem com seu aroma caracterfstico. 

Oleo de cravo - Rico em 4-allil-2-metoxifenol (eugenol 85%), 
apresentando compostos, em menores quantidades, como acetato de 
eugenol e sesquiterpeno cariofilleno. 

Oleo de gengibre - Obtido do rizoma. O oleo essencial e 
constituido principalmente de monoterpenos (4%), sesquiterpenos (63%) 
e alcoois terpenos (17%), sendo seu componente mais abundante o 
sesquiterpeno zingibereno (30%). A substantia pungente e o gingerol, 
que pode ser transformado em shagoal ou zingerona e aldeldo durante a 
desidratagao (eq. 5.3). A reagao de formagao do “shagoal” e acelerada em 
meio alcalino, e tanto a zingerona como o “shagoal” sao menos 
pungentes que o gingerol. O aldeido alifatico provoca o aparecimento de 
sabor estranho durante a preparagao e o armazenamento da resina. 

Oleo de alecrim - Obtido de folhas de alecrim por arraste com 
vapor. O oleo essencial e utilizado na industria de perfumaria, e as folh; 
residuais o sao na extragao de antioxidantes (Figura 5.3). 
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eg. 5.3 



Zingerona 


O extrato alcoolico das folhas apos a remo^ao do solvente e 
utilizado diretamente como antioxidante somente em certos tipos de 
alimentos, em razao de sua colora^ao verde e seu flavor tipico. As 
substancias com atividade antioxidante identificadas no extrato sao: acido 
rosmarinico , car nosol e acido carnosico (Figura 5.4). 

FOLHAS DE ALECRIM 

destilacAo POR ARRASTE 

l 

RESIDUO (FOLHAS) 

1 - extra<?Ao COM ETOH 

2 - concentracAo 

EXTRATO BRUTO 

Figura 5.3 - Preparaijao do extrato bruto de alecrim com ETOH. 


i 

6leo ESSENCIAL 
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Acido camosico Camosol Acido rosmarmico 

Figura 5.4 - Estruturas dos antioxidantes em alecrim. 

Extragao, Cromatografia e Determinagao de 
Aldefdos 

Reagentes 

- Amostra seca. 

- Cloreto de metileno, hexano e eter dietilico. 

- Sulfato de sodio. 

Procedimento 

- Transferir 10,0 g da amostra para balao de 500 ml + 150 ml de 
agua e montar o conjunto conforme a ilustra 9 ao da figura abaixo: 
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- Aquecer a mistura ate o inicio da destila^ao e adicionar agua do 

funil na mesma velocidade da destila^ao, para manter o nivel da 
mistura original. 

- Coletar o destilado ate que gotas do oleo destilando nao sejam 

visiveis; um rrunimo de 100 ml deve ser coletado. 

- Transferir o destilado para o funil de separa?ao, lavar com cloreto 
de metileno (5,0 ml), agitar e esperar a separa 9 ao de fases. 

- Remover a fase organica para tubo de ensaio de peso conhecido. 

- Repetir a extra 9 ao com cloreto de metileno (3,0 ml). 

- Se o extrato estiver opaco, adicionar sulfato de sodio, agitar e 
filtrar em outro tubo de ensaio de peso conhecido. 

- Evaporar o solvente em banho-maria e borbulhar nitrogenio. 

- Pesar o oleo e calcular o rendimento da extra^ao. 

Cromatografia de camada fina 

- Transferir de 10-20 /ttl do oleo de gengibre para a placa de silica- 

gel 60 F-254. 

- Promover a separacao em hexano:eter dietflico (3:7). 

- Apos a separa 9 ao, visualizar na luz UV a 254 nm. 

- Remover as manchas da placa com metanol, filtrar e evaporar o 

solvente. 

- Testar organolepticamente as fra 9 oes e verificar qual mancha (ou 

manchas) possui o sabor pungente. 


Determinagao do teor de aldeido no oleo essencial 

Aldefdos sao ingredientes importantes do oleo obtido de frutas 
ci'tricas. A medi 9 ao do aldeido total oferece conveniente indice de 
qualidade do oleo. O principio da determina 9 ao e baseado na libera 9 ao do 
HC1, proveniente da rea 9 ao do aldeido com o hidrocloreto de 
hidroxilamina, o qual e posteriormente titulado com solu 9 ao-padrao de 
NaOH. 





284 


Quimica de Alitnentos - Teoria e pratica 


Reagentes 

- Hidrocloreto de hidroxilamina. 

- Solu 9 ao de NaOH 0,1 N padronizada. 

Procedimento 

- Transferir 5,0 g do oleo para erlenmeyer de 125 ml. 

- Adicionar 35 ml de solu^ao 0,5 N de HC1 hidroxilamina (34,75 g 
em 40 ml de agua moma), completar o volume para 1,0 / (com 
alcool isopropflico) e ajustar o pH para 3,5. 

- Agitar a mistura durante 30 min em temperatura ambiente e titular 
com NaOH ate pH = 3,5. 

- Calcular a porcentagem de aldeido. 

Obs.: No oleo de limao, utilizar o PM do citral e, no oleo de laranja, o de 
decanal. 
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Toxicantes Naturais 


Introdugao 

Varios alimentos consumidos regularmente contem diversas 
substancias qufmicas consideradas toxicas. Algumas podem ser letais se 
ingeridas em quantidade apropriada, outras interferem na digestibilidade. 
absor$ao ou utilizagao de nutrientes, afetando a qualidade nutricional do 
alimento. Estas substancias, em sua grande maioria, sao constituintes 
naturais produzidos por vegetais para protegao contra ataques de 
passaros, insetos e microrganismos. 

Em vegetais, a maioria destas substancias e oriunda dos processes 
biossinteticos, os quais incluem produtos de srntese da propria planta ou 
metabolitos de origem microbiana. Por outro lado, substancias toxicas sao 
formadas em alimentos, como resultado de metodos tradicionais de 
cozimento e, ou, preserva?ao, sendo seus efeitos biologicos diversos e 
complexos (Quadro 6.1). 


Quadro 6.1 - Toxicantes formados pela intera?ao de ingredientes 


Toxicantes 

Interagao de ingredientes 

Nitrosaminas 

Nitritos e aminas 

Lisinoalanina 

Protefna e base 

D-aminoacidos 

Protefna e base 

Peroxido (lipfdios) 

Oxido de colesterol 

Acido graxo insaturado e oxigenio 
Colesterol e oxigenio 

Hidrocarbonetos aromaticos poliefelieos 

Calor + substancias organicas 

Metais pesados 

Embalagens metalicas e acidos 
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A toxicidade destas substancias e determinada nao somente por 
suas propriedades quimica e biologica, mas tambem pelo nivel de 
exposigao e duragao a que o individuo e submetido. O homem aprendeu 
com o decorrer do tempo a evitar certos tipos de plantas e animais e a 
consumi-los em determinado estadio de desenvolvimento ou quando 
preparados adequadamente. 

As toxinas naturais nao apresentam problemas agudos ao 
consumidor em circunstancias normais. Entretanto, problemas podem 
ocorrer quando praticas convencionais de prepare sao alteradas. Na 
maioria das vezes, a existencia desses compostos no alimento e conhecida 
e seus nfveis de consumo sao relativamente baixos. 


Inibidores de Proteases 


Sao proteinas de baixo PM (8.000-10.000) encontradas em feijao, 
ervilha, lentilhas, amendoim, milho, arroz, soja, batata e clara de ovo, e 
sua agao e verificada pela inibigao de enzimas proteolfticas (tripsina, 
quimotripsina). A interagao desses inibidores com as proteases e de tal 
forma que as toma indispomveis para realizarem suas fungoes digestivas 
de hidrolisar as proteinas (Figura 6.1). Como consequencia, a proteina 
toma-se nutricionalmente indisponfvel. 


Quimotripsina 


Tripsina 


HN^ 

SBC 


c-o 

C-Tri 

NH**' 


Ala~C s 

/C”0 

HN. 

,C-Lis + 

O-C 


NH 


Glu-C 


C=0 


HN X 

0=C^ 


C—fen 


C-OH 


hidrolisa a liga<?ao peptidica apos a C=0 contendo 
grupo lateral aromatico (Tir, Fen, Tri) 


hidrolisa a ligapao peptidica apos a C=0 
do aminoacido basico (Lis, Arg) 


proteases 

PROTEfNA-► AMINOAClUuS 


Figura 6.1 - Agao das proteases sobre as proteinas. 
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O organismo humano aparentemente tolera baixos nfveis de 
inibidores de proteases, mas nfveis elevados provocam o crescimento do 
pancreas, em razao da contfnua produgao das enzimas digestivas. Alguns 
inibidores sao facilmente destrufdos com aquecimento moderado 
(cozimento), enquanto outros sao relativamente estaveis ao calor. Em 
geral, o aquecimento umido em temperatura de 100 °C/15 min e 
suficiente para destruf-los. 


Glicosfdios Cianogenicos 

Sao compostos qufmicos que liberam o acido cianfdrico (HCN) 
apos a agao de certas enzimas. Os cianogenicos estao presentes em alguns 
tipos de vegetais utilizados na alimentagao humana, especialmente na 
mandioca (Tabela 6.1). 


Tabela 6.1- Anogenicos em mandioca e sorgo 


Planta 

HCN 

(mg/100 g peso fresco) 

Mandioca 

Menos toxica (mansa) 

Tuberculo 

69 

Folha 

77 

Mais toxica (brava) 

Tuberculo 

84 

Folha 

104 

Sorgo 

Semente madura 

0 

Folhas novas 

60 


Os compostos cianogenicos por si sos nao sao toxicos. O HCN 
liberado a partir da linamarina encontrada na mandioca, pela agao 
enzimatica (eq. 6.1), e o responsavel pela toxidez. Duas enzimas estao 
envolvidas no processo de liberagao do acido cianfdrico, e ambas estao 
presentes no tecido vegetal contendo o cianogenico. A reagao ocorre 
quando o tecido vegetal e triturado, como no processamento ou na 
ingestao, permitindo o contato entre o substrato e a enzima. 
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eq. 6.1 


CN 

1- Glicosc —C-CH 



P-Glicosidase 


CN 

Glicose + HO-C-CHj 



Cianoidrina 


CN 

HO-C-CH 

I 

CH, 


Hidroxinitrilo 

Liase 


2 - 


^ HCN + O-C-CH 



Acetona 


Betaglicosidase : hidrolisa a molecula do cianogenico para 
cianoidrina e a?ucar; e 

Hidroxinitrilo liase : promove a dissocia^ao da cianoidrina para 
acetona e acido ciamdrico. 

O descascamento da mandioca, seguido de um intervalo de tempo 
em agua, permite a degrada?ao da linamarina, e o HCN produzido e 
liberado da raiz, permitindo seu uso como alimento. A autolise da 
linamarina nao ocon*e quando a mandioca e aquecida imediatamente apos 
o descascamento. A enzima betaglicosidase 6 inativada pelo calor, mas a 
linamarina e estavel ao aquecimento. Neste caso, ela pode ser convertida 
em seus subprodutos (glicose, HCN e acetona) pela a$ao enzimatica 
produzida pela flora intestinal. 

A quantidade de HCN liberada se altera conforme a variedade. A 
dose letal de HCN para a especie humana e de 0,5 a 3,5 mg/kg de peso 
vivo. A partir de 100 g de mandioca, podem-se obter ate 40 mg de HCN, 
valor que se aproxima da dose letal para um individuo de pequeno porte. 
O acido ciamdrico atua na inibitjao da citocromoxidase, resultando na 
interrup?ao da respira^ao celular. Pequenas quantidades de HCN podem 
ser eliminadas do organismo pela a$ao da enzima rodanase presente no 
ffgado (eq. 6.2). Essa rea^ao requer suprimento de tiossulfato, e o produto 
final e o tiocianato, que e goitrogenico. 


H 


CN" + S 2 0 3 SCN" + SO, 


eq. 6.2 
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Glicosinolatos 

Sao compostos que contem enxofre, de ocorrencia em cruciferas 
(repolho, couve-flor, brocolis, mostarda, rabanete) (Tabela 6.2). O sabor 
pungente e o aroma caracterfstico destes vegetais sao, em grande parte, 
devidos ao glicosinolato ou aos produtos de sua degradagao. 

Tabela 6.2 - Teor de glicosinolato em cruciferas 

Vegetal Glicosinolato (mg/g) 

Repolho 
Vermelho 
Branco 
Couve-flor 
Rabanete 
Vermelho 
Branco 
Mostarda 
Branca 
Preta 


Os glicosinolatos sao hidrolisados pela tioglicosidase, apos o 
esmagamento do vegetal, liberando glicose, enxofre, nitrilos, tiocianatos 
e isotiocianatos (eq. 6.3). A aglicona produzida pela agao enzimatica do 
glicosinolato forma predominantemente o isotiocianato, responsavel pelo 
flavor pungente. A formagao de nitrilo e maior em meio acido e na 
presenga de ions metalicos. 


0,451 - 1,09 
0,26-1,56 
0,61 -1,14 

0,42-1,17 

0,57-1,19 

22-52 

18-60 
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eq. 6.3 


OH 

ch 2 =ch-ch-ch,-c; 


/ 


\ 


S - Glicose Tioglicosidase 



SH 


+ Glicose 


N-O-SO 


N-O-SO- 


Sinalbina (p.hidroxibenzilglicosinolato) - mostarda 


ou 


H 


R-C=N +HS0 4 “ + S R-N=C=S + HS0 4 


r-s-cen + hso 4 


Nitrilo 


Isotiocianato 


Tiocianato 


Glicosinolato - 27 tipos conhccidos, difcrindo-sc pclo grupo (R) 


O isotiocianato e metabolizado in vivo para tiocianato, que e 
goitrogenico. O efeito goitrogenico resulta da competi?ao com o iodo, 
inibindo a associa^ao com a tiroide. Elevada ingestao de cruciferas 
associada com a baixa ingestao de iodo pode provocar o goiter. O 
cozimento destroi a enzima tioglicosidase, mas a ingestao de vegetais 
cozidos contendo glicosinolatos nao previne a forma^ao do tiocianato, 
pois a flora bacteriana presente no trato intestinal produz a tioglicosidase. 

Glicoalcaloides 

Em alimentos, os glicoalcaloides sao peculiares aos vegetais da 
famflia solcinaceae (batata, tomate, berinjela). A batata {Solarium 
tuberosum ), mesmo considerada alimento tradicional, possui toxicos 
glicalcaloides. No tuberculo, 95% ou mais dessas substancias sao a 
alfasolanina (40%) e a alfachaconina (60%). Ambos os tipos possuem a 
unidade aglicona denominada solanidina e estao ligados aos carboidratos 
betasolatriose (cadeia de a^ucar formada pela seqiiencia gal-gli-ram) e 
betachacotriose (glu-ram-ram) , respectivamente (Figura 6.2). 
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Ram 

Figura 6.2 - Estrutura da a-solanina. A a-chaconina e composta de 
unidade de glicose e duas de ramanose. 


A concentragao de glicoalcaloides e controlada por fatores 
geneticos, praticas agricolas e tratamento pos-colheita. O teor de 
alfasolanina e alfachaconina diminui durante o armazenamento em 
temperatura de 4 a 10 °C, mas aumenta entre 8 e 15 °C. Exposigao a luz 
branca acelera a slntese de glicoalcaloides. Os procedimentos de 
cozimento nao alteram os niveis existentes. A maioria das variedades 
comerciais de batata content glicoalcaloides em niveis de 2 a 15,0 
mg/100 g, sendo as concentrates mais.elevadas encontradas na casca e 
nos brotos (Tabela 6.3). Diferen^as existem tambem entre as variedades. 
algumas contendo ate 30,0 mg/100 g. 


Tabela 6.3 - Niveis de glicoalcaloides em varias partes da planta e 
produtos comerciais. 


Partes da planta 

Glicoalcaloide (mg/kg) 

Flores 

2.150-5.000 

Folhas 

230-1.000 

Caule 

22-33 

Tuberculo 

10-50 

casca (2-3% tuberculo) 

300-640 

brotos 

2.000-7.300 

Batata frita 

0,4-8,0 

Batata cozida 

27-42 

Batata assada 

99-113 

Pele frita 

567-1.450 

Pure de batata 

2-5,0 

Farinha de batata desidratada 

65-75 
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HAPs presentes na fumaga oriunda da gordura pirolisada sao, entao. 
absorvidos pela came. 


12 1 



Benzeno (a) pireno Benzo (a) antxaceno Criseno 


Figura 6.3 - Estrutura dos hidrocarbonetos aromaticos policfclicos. 


A concent ragao de HAP depende do teor de gordura na came, do 
processo de aquecimento (contato da gordura com a superffcie aquecida) 
e da fonte de aquecimento, podendo ser encontrados em quantidades de 
ate 50,0 ppm. 


Apos a ingestao, os hidrocarbonetos aromaticos policfclicos sao 
metabolizados para derivados intermediaries responsaveis por seu efeito 
carcinogenico (Figura 6.4). 



Citocromo P-450 


Benzeno (a) pireno 



9-10-epoxido 

Figura 6.4 - Conversao do benzopireno pelas 
derivado epoxido carcinogenico. 


Benzopireno-7-8 ep6xido 


Hidrolase 


Oxigenase 


HO 


OH 

Benzopireno-7-8-diol 


enzimas do ffgado 
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r stores Antinutricionais 

Sao todos aqueles tipos de substancias que de alguma forma 
Dvocam a destruigao de nutrientes essenciais ou "insultam" o 
•sanismo, alterando a digestao, a absorgao e o metabolismo. 

[Lactose 

E o principal carboidrato presente no leite (5%). Para ser 
alizada, ela tern de ser hidrolisada pela enzima lactase em glicose e 
close (eq. 6.4). Aproximadamente 70% da populagao mundial e 
erante a lactose, e a ingestao de leite e derivados causa desconforto 

_ em razao dos baixos nfveis de lactase no intestino. Em 

processos industrials, o leite e tratado com lactase de origem microbiana, 
e porgao substancial (95%) da lactose e hidrolisada para glicose e 
g-Lactose. 





LACTASE 


eq. 6.4 


ch 2 oh ch 2 oh 

► q 'i\ 

HON_^ OH \ /r 


OH 

OH 


Quando o processo digestivo normal nao ocorre, a lactose 
malterada nao e absorvida pelo intestino, sendo fermentada pela flora 
microbiana, com formagao de acido latico, acidos graxos de cadeia curta, 
gas carbonico e hidrogenio. Essas substancias, alem de aumentar a 
osmolaridade do conteudo do colon e abaixar o pH, provocam a diarreia e 
a flatulencia. 


Flatulentos 

A flatulencia e atribuida a ausencia da enzima a-galactosidase 
necessaria para promover a hidrolise das ligagdes a-galactosfdicas dos 
oligossacarideos rafinose e estaquiose (Figura 6.5) presentes no feijao, na 
soja etc. Esses carboidratos sao metabolizados pela flora intestinal. 
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produzindo gas carbonico, hidrogenio e metano. A produ^ao desses gases 
provoca a flatulencia (nausea, dores abdominais e diarreia). 



Figura 6.5 - Estrutura da rafinose e estaquiose. 

Sao estaveis ao aquecimento, nao sendo destruidos durante o 
cozimento e, ou, pelo processamento termico. O processo de remogao 
consiste em ligeira ebuligao e repouso na agua por um periodo de 15 
horas, ocorrendo a difusao para a agua, que deve ser eliminada. 


A 

Acido Fftico 

Encontrado em alimentos como legumes, cereais e oleoginosas em 
concentrates variadas (0,1 - 6%). E considerado antinutriente devido a sua 
habilidade de se ligar diretamente ou indiretamente com minerals, proteinas e 
amido alterando a solubilidade, funcionalidade e digestibilidade (Figura 6.6). 

Na faixa de pH encontrado em alimentos, os seis grupos fosfato 
estao carregados negativamente, tomando o acido fitico (Figura 6.7) 
altamente reativo com as particulas carregadas como os minerals e 
proteinas. Esta intera?ao e pH dependente. Ions minerals podem-se ligar 
com um ou mais grupo fosfato em uma ou mais molecula do acido fitico, 
formando complexos de solubilidade e estabilidade variada. 

As proteinas positivamente carregadas em pH abaixo de seu ponto 
isoeletrico podem-se ligar diretamente ao acido fitico por meio de 
atragoes eletrostaticas. Em pH intermediary acima do ponto isoeletrico, a 
ligagao entre o acido fitico e proteinas e mediado pela a?ao do calcio pelo 
fato de ambas as particulas estarem negativamente carregadas. Em pH 
elevado, o complexo acido Jitico-cation-proteina pode-se dissociar com a 
precipita?ao do acido fitico como cation-acido fitico. A ligacao com as 
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moleculas do acido fitico nao e necessariamente eletrostatica, pois a 
ligagao com o amido pode ocorrer atraves de pontes de hidrogenio ou 
-jdiretamente atraves de protefnas com os quais o amido pode estar 
issociado. Esta interagao com subsequente alteragao na digestibilidade e 
disponibilidade dos nutrientes e responsavel pelos efeitos adversos e 
beneficos do acido fitico. 


O grau de indisponibilidade dos minerais depende da concentragao 
do acido fitico e do mineral, bem como a forga da ligagao. O zinco forma 
complexo muito estavel e insoluvel, sendo entre todos o mais afetado. O 
processamento de alimentos aumenta a insolubilidade do complexo 
mineral-acido fitico, diminuindo a sua disponibilidade. 



0P0 3 H 2 OPO 3 H 2 


H 2 P0 3 0\opo 3 h 2 


rigura 6.6 - Estrutura basica do acido fitico. 
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Figura 6.7 - Interagdes possiveis do acido fitico com minerais e proteinas. 
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O processamento de alimento pode tambem aumentar a degrada^ao 
do acido fitico por meio do repouso em agua, fermentagao e germinagao 
do grao. O processo de extrusao de mistura rica em fitatos reduz a 
disponibilidade do zinco. Esta redu^ao pode se dar em razao da 
inativa?ao de fitases endogenas ou pela forma 9 ao de complexo nao- 
digestivel. A neutraliza 9 ao da proteina da soja forma complexo muito 
forte entre o zinco e o acido fitico, o qual resiste a digestao, enquanto a 
proteina de soja precipitada com acido e menos reativa com o acido fitico 
e minerais, em razao de se encontrar na forma protonada. 

Efeitos beneficos potenciais do acido fitico estao relacionados com 
a sua habilidade de abaixar o nivel de glicose no sangue pela redu 9 ao da 
digestao do amido. Os taninos tambem apresentam o mesmo efeito e 
mecanismo. Tais compostos podem-se ligar diretamente com a amilase 
inativando-a. Indiretamente, o acido fitico e os taninos podem se ligar ao 
calcio requerido para a ativa 9 ao da atividade da amilase ou, 
possivelmente, com o amido, afetando a sua gelatiniza 9 ao ou o acesso as 
enzimas digestivas. 

O acido fitico atua reduzindo o colesterol plasmatico e os niveis de 
triacilglicerois. Este efeito se verifica pela intera 9 ao com o zinco 
diminuindo a rela 9 ao zinco/cobre no plasma, conhecido fator indutor de 
doen 9 as cardiovasculares. Outros beneficios potenciais estao relacionados 
ao efeito protetor na redu 9 ao de cancer, e varios mecanismos podem ser 
assim resumidos: 

- Liga 9 ao com o ferro, catalisador da rea 9 ao de oxida 9 ao de lipidios 
(cap. 1), reduzindo a forma 9 ao de radicais livres e, subsequentemente, o 
rompimento da membrana celular com conseqiiencia da prolifera 9 ao 
celular. 

- Liga 9 ao com o zinco, o qual e requerido para a sintese do DNA, 
portanto reduzindo tambem a prolifera 9 ao celular. 

- Intera 9 ao com enzimas bacterianas, como a P-glicosidase el 
mucinase no colon, portanto reduzindo a conversao de acidos biliares 
primarios para secundarios, os quais sao considerados promotores d* 
tumorogenesis. 
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Ascorbato oxidase 

A enzima ascorbato oxidase ocorre naturalmente em certos tipos de 
vegetais e catalisa a oxidagao do acido ascorbico: 

L - Ac. ascorbico + 1/2 O , —> Deidroacido ascorbico + H/O 

Ao contrario das outras oxidases, ocorre a formagao da agua em 
vez da H 2 0 2 . Na ausencia da enzima, o acido ascorbico e oxidado pelo 
oxigenio para deidroacido ascorbico e H 2 0, e a agua oxigenada resultante 
provoca adicional destruigao da vitamina C. 

A oxidagao enzimatica do acido ascorbico e importante para a 
industria de sucos. Durante a extragao, deve-se limitar a agao desta 
enzima, removendo o oxigenio, e manter o produto por um tempo 
minimo a temperatura baixa ate que se processe a pasteurizagao. 


Lipoxigenases e peroxidases 

Estas cnzimas participam da oxidagao e subsequcnte destruigao de 
acidos graxos insaturados, vitamina A e seus precursores (retinoides). Os 
acidos graxos essenciais sao destruidos diretamente, enquanto os 
carotenos e a vitamina A o sao indiretamente (cap. 1). A resistencia 
termica dessas enzimas depende da origem e das caractcrfsticas do 
alimento (pH, composigao e presenga de particulas). O binomio tempo- 
temperatura de branqueamento deve ser determinado para cada caso. 


Glicoalcaloides: Extragao e Detecgao 

Extragao 

- Homogeneizar em liquidificador 100 g de polpa de batata ou 50 g 
de casca com 50 ml de metanolxloroformio (2:1). 

- Filtrar a vacuo o extrato em papel-filtro Whatman n°l. 

- Lavar o papel com 50 ml da mistura de solvente. 
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- Concentrar o filtrado para 10,0 ml em evaporador rotatorio 
(50 °C) e adicionar 15,0 ml de HC1 0,2 N, deixando em repouso 
por cinco minutos. 

- Centrifugar a mistura a 38.000 g/30 min a 4°C e descartar o 
precipitado. 

- Adicionar ao sobrenadante 30 ml de NH 4 OH concentrado a 25%, 
ate pH 11,0, e deixar em repouso em banho-maria a 70 °C/30 min. 

- Deixar novamente em repouso em geladeira, por 24 horas. 

- Centrifugar a 38.000 g/30 min a 4 °C e coletar o precipitado. 

- Dissolver o precipitado em 10 ml com a mistura acetonitrila: agua 
(50:50). 

- Filtrar em Millipore 0,45 pm, retirando aliquotas para as 
determina^oes de CCF e CLAD. 

Cromatografia de camada fina 

- Utilizar placas de silica-gel ativadas a 105 °C/ 20 min. 

- Desenvolver o cromatograma contendo amostra e os padroes, 
utilizando a fase movel clorof6rmio:metanol:amonia 2% 
(70:30:5). 

- Expor, apos o desenvolvimento monodimensional, por duas vezes 
as placas aos vapores de iodo/20 min e borrifa-las com R,S0 4 
10% em etanol. 

- Aquecer as placas a 105 °C/10 min e identificar os glicoalcaloi- 
des com o auxilio da luz UV (365 nm). 


References 


BELITZ, H-D; GROSCH, W. Food chemistry. New York: Spring-Verlag, 1999. 
774 p. 

CONN, E. E. Cyanogenic glycosides. J. Agric. Food Chem., v. 17, p. 519-526, 
1969. 




CfiPITULO 



Aflatoxinas 


Introdugao 

Aflatoxinas sao metabolitos carcinogenicos, teratogenicos e 
mutagenicos produzidos por varias estirpes de Aspergillus flavus, 
Aspergillus parasiticus e Aspergillus nomius em diversos produtos: 
amendoim, castanha, milho, arroz, trigo, cevada, cerveja, leite, came, 
semente de algodao, mandioca e outros produtos que suportam o 
crescimento do Aspergillus . 

A ocorrencia de aflatoxina em alimentos e inevitavel e influenciada 
por diversos fatores ambientais. A extensao de sua contaminagao nao e 
previsivel e pode variar com a localiza?ao geografica, as praticas 
agronomicas e a suscetibilidade do produto a invasao do fungo durante as 
fases de pre-colheita, armazenamento e processamento. Estima-se que 
25% da produgao mundial de produtos agricolas esteja contaminada por 
aflatoxinas, com os niveis variando drasticamente de pais para pais. 

A contaminagao geralmente ocorre durante a fase de produgao do 
alimento, podendo aumentar em condigoes adversas de armazenamento e 
comercializagao. A abertura fisica, promovida pelo ataque de insetos ou em 
razao dos danos causados pela colheita mecanica, favorece a penetragao do 
fungo e a conseqliente produgao da toxina. Na maioria das vezes, o alimento 
nao apresenta sinais visiveis de contaminagao (mofo). 


Estrutura Qufmica 

As aflatoxinas pertencem a classe de compostos denominados 
furanocumarinas. Todas possuem urn nucleo, cumarina, associado ao 
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furano e a lactona (Figura 7.1). As aflatoxinas do grupo B possuem anel 
ciclopentenona e as do grupo G, lactona insaturada, enquanto as do grupo 
M sao derivados hidroxilados de B, e B v A AFMj e a forma hidroxilada 
da AFBi; aparece em leite, urina e fezes como produto do seu 
metabolismo. O processamento termico do leite nao afeta a concentragao 
da AFMi. A toxicidade decresce na seguinte ordem: Bj > Mj > Gj > B 2 > 
M 2 = G 2 . Quando irradiada com a luz ultravioleta (UV), as seis toxinas 
emitem fluorescencia diferente: 


B t eB 2 - Blue (azul) 

Gj - Green (verde) 

G 2 - Green-blue (verde-azulado) 


Mj - Blue-violet (azul-violeta) 
M 2 - Violet (violeta) 






)0 




Figura 7.1 - Estrutura das aflatoxinas B|, B 2 , G|, G 2 , Mj, M 2 . 
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Importancia 

Ha interesse pelas aflatoxinas por duas razoes: toxidez e 
carcinogenicidade. A aflatoxina e toxica para a maioria dos animais, com 
valor de LD 50 = 0,5 mg/kg de peso de animais novos vivos (Tabela 7.1). 
O consumo de quantidade suficiente da toxina ocasiona morte em 72 
horas (lesoes no figado, hemorragia no trato intestinal). A parte da 
molecula responsavel pela a?ao mutagenica da aflatoxina e a regiao 
insaturada localizada entre o C 2 -C 3 . Ingestao de quantidades subletais 
provoca lesoes severas ou moderadas no figado. A lesao mais comum e o 
excessivo crescimento de celulas desse orgao. Esta e a forma de cancer 
reconhecida como o carcinogenico mais potente, e seus principais 
receptores celulares sao as protefnas e os acidos nucleicos. 

Tabela 7.1 - Rela 9 ao entre a concentra?ao de aflatoxina e a incidencia de 
cancer no figado de ratos 


Aflatoxina (mg/kg) 

Dura 9 ao (dias) 

Incidencia de tumores no figado 

5,0 

370 

14/15 

3,5 

340 

11/15 

3,5 

335 

7/10 

1,0 

294 

5/9 

1,0 

323 

8/15 

0,2 

360 

2/10 

0,2 

361 

1/10 

0,005 

384 

0/10 


Metabolismo da Aflatoxina-B^ 

As aflatoxinas sao facilmente absorvidas pelo trato gastrointestinal. 
O contaminante encontrado com mais freqiiencia em produtos utilizados 
diretamente na alimenta^ao e a aflatoxina-Bj, considerada a mais toxica 
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do grupo. Em geral, mais de 90% da dose de AF-B, ingerida e eliminada 
pelo organismo em 24 horas (Figura 7.2). 



Figura 7.2 - Biotransforma^ao metabolica da aflatoxina B,. 

A inativagao e a posterior eliminagao da aflatoxina B,-ep6xido 
podem ocorrer pela interagao com a glutationa (gama-L-glutamil-L- 
cisteinil-glicina; GSH). Esse tripeptidio (eq. 3.1), presente nas celulas 
animal, vegetal e de microrganismos, e o principal mecanismo de defesa 
celular, pois rcduz a mutagenicidade das aflatoxinas, tomando-as mais 
soluveis em agua e, portanto, mais facilmente eliminaveis (Figura 7.2). 
Importante precursor da glutationa e a cistcina. O consumo desse 
aminoacido aumenta a concentra?ao do tripeptidio, reduzindo os efeitos 
maleficos de componentes toxicos no organismo. 
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A variagao substancial desse processo, isto e, a velocidade de 
elimina$ao da aflatoxina, ocorre entre as especies. O complexo 
enzimatico localizado no retfculo endoplasmatico de celulas hepaticas, 
denominado oxidases de fungao mista, metaboliza a aflatoxina-Bj para 
diversos derivados (Figura 7.3). Diversas substancias encontradas nos 
alimentos como selenio, clorofilina, vitaminas A e C, e sulfeto de alila 
protegem o organismo da AFB!. Em niveis metabolicos, a aflatoxina 
requer ativagao para exercer o seu efeito biologico. Dois principals 
metodos de prote^ao parecem entao ser possivel: reduzir o nivel de 
ativagdo ou aumentar o nivel de detoxificagao. Os mecanismos 
envolvidos sao distintos: alguns complexam a aflatoxina, outros removem 
a aflatoxina-epoxido. 



Aflatoxina P. Aflatoxina B„ 


Figura 7.3 - Estrutura das aflatoxinas Bj, B 2 , G^, G 2 , M], M 2 . 


Dos derivados formados enzimaticamente (AFB!-8-9 epoxido e 
formas hidroxiladas menos mutagenicas), a aflatoxina-B,-epoxido (Figura 
7.4) e de particular importancia. Esta forma molecular ativa pode 
interagir co-valentemente com acidos nucleicos (DNA, RNA) e protemas, 
tomando essas macromoleculas biologicamente inativas. 
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A aflatoxina-epoxido e altamente reativa e instavel. Este epoxido e 
bastante eletrofflico e, por conseqiiencia, se liga co-valentemente a varios 
locais nucleofilicos da celula, como: DNA, RNA e protemas (metionina, 
cistei'na e histidina), resultando na interferencia do funcionamento normal 
da celula. 


o o 





Figura 7.4 - Reaijoes bioqutmicas da aflatoxina - Bj. 


Interagao Aflatoxina-Acidos Nucleicos 

A forma?ao do complexo Aflatoxina-DNA representa a lesao 
bioqufmica inicial produzida pela aflatoxina. A lesao causada na 
molecula do DNA possivelmente leva a mutagao e ao cancer, dada sua 
incapacidade de servir de modelo apropriado para sua duplica?ao e 
sintese da protema (Figura 7.5). 
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duplicacAo 


transcricAo 


traducAo 


1 V 

REACOES metab6licas 
E 

SEUS CONTROLES 

Figura 7.5 - Locais de atuagao da aflatoxina na sfntese de protefna. 

As aflatoxinas interagem com diferentes componentes celulares 
envolvidos na sfntese de protefna. Essas interagoes podem ser 
classificadas em dois grupos: inibigao da sfntese de acidos nucleicos 
(processo de transcrigao) e interferencia na sfntese de protefna (processo 
de tradugao). A interferencia na sfntese de acido nucleico pode ocorrer de 
duas maneiras: 

- no processo de transcrigao, pela interagao direta da aflatoxina- 
epoxido com o DNA, ou 

- na interagao com a RNA polimerase (enzima que catalisa a 
sfntese do RNA a partir do DNA). 

A aflatoxina possui alta afinidade por acidos nucleicos. 
particularmente pelo ponto nucleofflico da guanina localizada no (1 Vy. \j 
formagao do complexo aflatoxina-acido nucleico (ligagao co-valentel 
acarreta diferentes efeitos biologicos. A ativagao da AF-Bj pela form 
do epoxido e a subsequente ligagao co-valente com o DNA 
consideradas o primeiro estadio da carcinogenese. O principal prc 


DNA POLIMERASE 

^DNA^ 


RNA POLIMERASE 




RNA (m,t,r) | 




-7-—| * ESTRUTURAL 

PROTEfNA | * FUNCIONAL 
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ugado, inicialmente formado pela intera^ao aflatoxina-DNA e 
ificado como AFB -N 7 -guanina (Figura 7.6), e transformado 
ntaneamente pela hidrolise do anel imidazol para AFB^FAPI (N 5 - 
fcxnul-2,5,6-triamino-4-oxo-N 5 -pirimidil)-9-hidroxil-aflatoxina-B,. Esta e 
* forma persistente do DNA conjugado que se acumula no ffgado. 



Figura 7.6 - Intera^ao da AF-Bj com acidos nucleicos. 


Interagao Aflatoxina-Protemas 

Apos a formagao da aflatoxina B r ep6xido, esta pode ser 
hidrolisada para AFB-diirodiol (Figura 7.7), a qual, em pH fisiologico, 
forma hfbridos ressonantes. Os grupos aldeidos formados podem interagir 
com protemas, atraves da formagao de base de Schiff com os grupos 
amina livres, imobilizando enzimas vitais ao funcionamento celular. 
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O O 




Figura 7.7 - Intera^ao da AFBi com protemas. 

Estabilidade das Aflatoxinas 

A contaminagao de leite, came e ovos e resultado do consumo de 
ragao contaminada pelos animais. Nos animais em lactagao, de 1,0 a 3,0% da 
aflatoxina B, ingerida e transformada, algumas horas depois, em seu 
derivado hidroxilado, denominado aflatoxina M , encontrada no leite (ligada 
a caserna). Com a precipitagao de casema durante a fabricagao de queijo. 
ocorre tambem a concentragao da aflatoxina no produto final (Tabela 7.2). 


Tabela 7.2 - Concentragao da aflatoxina (queijo/leite) 

Tipo Queijo/leite 


Mugarela 

8,1 : 

1,0 

Parmesao 

5,8: 

1,0 

Cheddar 

4,3: 

1,0 

Brick 

1,7: 

1,0 
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A exposi^ao da aflatoxina a luz ultravioleta provoca sua 
iegrada^ao parcial. O tratamento de amendoim contaminado com UV 
tern efeito, mas, do leite contendo aflatoxina a destru^ao e quase 
tool. A adi 9 ao de pequena quantidade de agua oxigenada ao leite (0,05%) 
jHmenta a eficiencia da destru^ao, e a combina 9 ao da luz ultravioleta 
cam riboflavina elimina grande parte do princfpio ativo da aflatoxina M,. 

O calor pode ser utilizado para inativar completamente as 
aflatoxinas, desde que alcan 9 ado o ponto de fusao (237-289 °C). Tal 
i^aecimento e inaceitavel no processamento de alimento, entretanto o 
jcjadbimento em temperatura menor reduz a toxicidade das aflatoxinas. 
?:r exemplo, e pratica comum torrar amendoim (150°C/30 min), e isto 
dnninui a atividade das aflatoxinas B l e B 2 em 70 e 45%, 
sespectivamente; para o leite, o mesmo tratamento termico nao reduz o 
r de aflatoxina-M,. De modo geral, o calor nao e um processo 
satisfatorio para eliminar aflatoxinas dos alimentos. 

Agentes oxidantes como agua oxigenada e hipoclorito de sodio sao 
efetivos para rcduzir o teor de aflatoxinas. Mas a utiliza 9 ao de tais 
soloes e impraticavel, uma vez que ocorre, alem da destrui 9 ao de 
Eotrientes, flavor , cor, textura e propriedades funcionais do alimento, a 
forma 9 ao de residuos toxicos. 

Em condi 9 oes adequadas (Tabela 7.3), o tratamento com amonia 
em milho, amendoim e sementes de algodao contaminado elimina 
eficientemente a aflatoxina (eq. 7.1). A expos^ao destes produtos a 
rabstancias alcalinas redunda na abeitura do anel lactona e conseqiiente 
forma 9 ao de um sal. A adicional perda de amonia leva a forma 9 ao de um 
cetoacido, que, pela descarboxila 9 ao, resulta na aflatoxina (nao-toxica) 
3<i em sua decompos^ao para benzofurano. Em graos utilizados para 
extra 9 ao de oleo comestivel, o produto final e isento de aflatoxinas, as 
quais sao removidas durante o refino do oleo bruto com base (NaOH). 

O tratamento com amonia promove altera 9 oes na proteina 
reduzindo os niveis de cistina, metionina e lisina, alem de ocorrer 
iesnatura 9 ao da proteina em razao do tratamento termico/qufmico. O 
resfduo de amonia aumenta o nfvel de nitrogenio nao-proteico, o que nao 
representa problemas para os ruminantes, mas o mesmo nao e desejavel 
para os nao-ruminantes. Altera 9 des no amido e lipidios nao sao 
significativas. 
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Tabela 7.3 - Procedimento de descontaminagao com 

amonia 


Processo 


Parametros 

Pressao/temperatura 

elevada 

Pressao/temperatura 

ambiente 

Nivel da amonia 

0,2 - 2,0% 

1,0-5,0% 

Pressao 

35 - 50 psi 

Ambiente 

Temperatura 

80-120 °C 

Ambiente 

Duragao 

20 - 60 min 

14 - 21 dias » 

Umidade 

12 - 16% 

12-16% 


eq 7.1 
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ntrole 


A prevengao e a maneira mais eficiente de se controlar a 
sitaminagao. O conhecimento dos fatores que favorecem a produgao de 
latoxinas e util para minimizar o problema: 


1 - Temperatura - a temperatura ideal 
xoxinas encontra-se na faixa de 25-28 °C. 


para a produgao de 


2 - Umidade - a umidade no substrato deve estar disponfvel para o 
3go, e tal disponibilidade e expressa em atividade da agua (a w ); o valor 

no de a w para produgao de aflatoxina encontra-se na faixa de 0,93 a 

) 8 . 

3 - Disponibilidade do oxigenio - fungos sao aerobicos, portanto 
ugenio suficiente deve estar disponfvel para o crescimento e os 

cessos biossinteticos associados. 

4 - pH do substrato - afeta a produgao da aflatoxina. Geralmente, a 
produgao e favorecida em valores de pH na faixa de 3,4 a 5,5. 


5 - Substrato - em geral, substrato com elevado teor de carboidrato 
e mais adequado, entretanto, fungos podem produzir aflatoxinas em 
; ubstratos ricos em gordura e protefna. Aflatoxinas em amendoim e 
queijo, por exemplo, evidenciam esta afirmativa. 


6 - Interagao microbiologica - fungos produtores de aflatoxinas 
riramente se encontram como cultura pura no alimento, estando 
geralmente associados com bacterias, leveduras e outros fungos, que 
podem aumentar ou retardar a produgao da aflatoxina. 

Elas sao encontradas mundialmente, sendo as regiSes de 
temperatura e umidade elevadas as principais areas de ocorrencia. Os 
metodos atuais de processamento, bem como as praticas agronomicas, 
nao eliminam ou previnem completamente as aflatoxinas em alimentos. 
O fator mais importante na produgao da aflatoxina e a umidade; portanto, 
a secagem rapida do produto imediatamente apos a colheita e seu 
posterior armazenamento em condigbes apropriadas minimizam a 
contaminagao. 

Uma vez o produto contaminado, pode-se utilizar de diversas 
tecnicas que poderao reduzir a contaminagao, como remogao de graos 
descoloridos e danificados, embora a contaminagao possa estar em graos 
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aparentemente livres de fungos visiveis; remo?ao de graos que exibem 
fluorescencia via procedimento eletronico; e injei^ao de ar (processo 
pneumatico) para tirar os graos mais leves infectados por fungos. Os 
limites aceitaveis legalmente encontram-se transcritos na Tabela 7.4. 

Tabela 7.4 - Niveis aceitaveis de aflatoxinas em 
agricolas 

diversos produtos 

Produto 

Niveis (ng/g) 

1 - Todos os produtos, exceto leite, para consumo 
humano 

20 

2 - Leite 

0,5 

3 - Milho para animais novos e vaca em lacta^ao 

20 

4 - Milho para suinos e aves adultos 

100 

5 - Milho para suinos em fase de acabamento 

200 

6 - Milho para gado em fase de acabamento 

300 

7 - Torta de algodao (ingrediente para ra^ao) 

300 

8 - Outros produtos para ra$ao animal (exceto milho) 

20 


Aflatoxinas: Extragao, Purificagao e Separagao 

Reagentes 

- Metanol-agua (80+20), eter, etanol e acetona. 

- (NH 4 ) 2 SO 4 0,61 M, CHC1 3 , hexano e eter. 

- Celite. 

Procedimento 
A - Extragao 

- 50 g de mil ho moido em bequer. 

- Adicionar 200 ml da mistura metanol-agua (80 + 20). 

- Agitar/15 min; filtrar em proveta e coletar 100 ml. 
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- Transferir 75 ml do filtrado para o bequer. 

- Adicionar 75 ml de (NH 4 ) 2 S0 4 0,61 M e 5 g de celite 545; agitar/2 
min. 

- Filtrar em proveta e coletar 100 ml. 

- Transferir para o funil de separagao e adicionar 5 ml de CHC1 3 . 
Agitar e coletar em tubo de ensaio a fra^ao organica; repetir a 
adi<;ao do CHC1 3 . 

- Concentrar a amostra em nitrogenio, dissolver com 0,5 ml de 
CHC1 3 (vortex) e adicionar 0,5 ml de hexano. 

i - Purificagao: minicoluna de SEP-PAK (silica-gel) 

- Lavar a minicoluna SEP-PAK com 5 ml de hexano e transferir a 
amostra para a minicoluna. 

- Lavar o tubo de ensaio com CHCl 3 -hexano (0,5 ml) e transferir 
para a coluna. 

- Lavar a coluna com 5 ml de hexano e, posteriormente, com 5 ml 
de eter; descartar os solventes. 

- Lavar a coluna com 5 ml de CHCl 3 :ETOH (95+5) e coletar. 

- Concentrar a amostra em nitrogenio com aquecimento (banho-ma- 

- Dissolver o residuo em 0,5 ml de CHCl y 
- Cromatografia 

- Cromatografar em placas de silica-gel, utilizando-se a fase movel: 
CHC1 3 - acetona (9 + 1). 

- Aplicar os padrdes e a amostra, e determinar seus valores de Rf 
apos visualiza-los em luz UV 365 nm. 
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CONSERVANTES QUIMICOS 


Introdugao 

Os alimentos, sejam de origem animal, sejam de origem, vegetal, 
em certa fase de desenvolvimento, atingem um estadio considerado otimo 
para consumo. Apos a colheita e, ou, o abate, as perdas que se verificam 
em produtos armazenados sao resultantes da asao de microrgcmismos e 
processos quimicos indesejaveis. 

As substancias qufmicas com propriedades antimicrobiologicas 
adicionadas aos alimentos, processados ou nao, sao denominadas 
conservantes, cuja fumjao no alimento e inibir o crescimento e, ou, 
desenvolvimento de microrganismos, prolongando a vida util do produto 
e garantindo seu consumo com seguran^a. A adi?ao de conservantes aos 
alimentos em concentrates aceitaveis promove a inibito dos 
microrganismos, ate que sejam eliminados por volatiliza$ao, 
metabolismo, degradmjao ou por meio de interagoes qufmicas com outros 
componentes do alimento. 

Processos ffsicos de controle como desidrata^ao, armazenamento 
em baixas temperaturas (refrigera?ao, congelamento) e processamento 
termico (pasteuriza?ao, esteriliza^ao) sao os mais utilizados na 
preserva^ao de alimentos. A aplica 9 §o desses processos e limitada para 
certos tipos de produtos. As altera^oes na identidade do alimento, o 
requerimento de energia do processo e a disponibilidade tecnologica sao 
fatores limitantes na utiliza^ao dos processos ffsicos. Portanto, em varias 
situa^oes tais procedimentos nao sao adequados e, para esses casos, o uso 
especffico de substancias qufmicas com propriedades antimicrobiologicas 
pode apresentar efeitos similares. 
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Tratamento Termico 

Branqueamento: tratamento termico moderado utilizado para 
inativar enzimas oxidativas em frutas e vegetais. Esse processo e 
importante se os vegetais sao adicionalmente processados (secagem, 
congelamento ou enlatamento), evitando sua deterioragao durante o 
armazenamento. Em contraste, vegetais minimamente processados ou 
desidratados, geralmente nao sao pre-branqueados. Frutas e vegetais sao 
imersos em agua quente (88 a 99 °C) ou expostos ao vapor. E aplicado 
em vegetais antes do enlatamento ou congelamento. Dependendo do 
metodo, perde-se mais de 40% de vitaminas hidrossoluveis e minerais, 
35% de agucares e 20% de proteina. 

O tempo de branqueamento utilizado para a maioria dos vegetais e 
de 1 a 5 minutos (agua quente ou vapor). O efeito termico promove a 
inativagao de enzimas, como polifenol oxidase, catalase, peroxidase, 
lipoxigenase e clorofilase (Tabela 8.1). Assim como promove a 
desativagao de enzimas, o branqueamento tambem promove redugao no 
numero de microorganismos, alem de remover gases de dentro dos 
tecidos vegetais. 


Tabela 8.1 - Agao de certas enzimas na qualidade de frutas e vegetais 


Enzima 

A^ao 

Polifenoloxidase 

Catalisa oxida^ocs de fenois, resultando na 
formagao de polimeros escuros (cap. 10) 

Poligalacturonase 

Catalisa hidrolise de ligagocs glicosidica 
entre o acido poligalacturonico adjacente da 
pectina; resulta no amolecimento do tecido. i 

Pectinesterase 

Catalisa a desesterificagao de galacturonas 
em pectina; resulta no endurecimento do 
tecido. 

Lipoxigenase 

Catalisa oxidagoes de lipidios; resulta na 
formagao de sabor e odor estranho (cap. 1) i 

Ac. ascorbico oxidase 

Catalisa oxidagao do acido ascorbico; resulta 
em perdas da qualidade nutricional. 

Clorofilase 

Catalisa a remogao do anel fitol da clorofila; 1 
resulta na perda da coloragao verde. 
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Tabela 8.2 - 

Objetivos da pasteurizagao e condigoes para alguns produtos 

Alimento 

Proposito 

Condigoes de 
processamento 

Suco de frutas Inativ. enzimas (pectinesterase 
e poligalacturonase) 

88 °C/15seg 

Cerveja 

Destruigao de leveduras 

65-68 °C/20 min em 
garrafas 

Leitc 

Destruigao de patogenos 

71,5 °C/15seg 

Ovo lfquido 

Destruigao de patogenos 

64,4 °C/2,5 min 

Sorvete 

Destruigao de patogenos 

80 °C/15seg 


Esterilizagao: tratamento termico mais severo aplicado ao alimento 
que sera acondicionado a vacuo em latas, vidros e plastico, com o 
proposito de destruir microorganismos com a aplicagao de calor sob 
pressao, seguido de rapido resfriamento em agua. A temperatura e o 
tempo utilizado variam com o tamanho da particula, as caracteristicas do 
produto e suas propriedades de transference do calor. 

Alimentos de baixa acidez (Apendice 7) sao processados a 
temperatura elcvada (115 a 125 °C) enquanto alimentos acidos podem ser 
processados a 100 °C ou menos. O objetivo do processo e destruir o 
C. botulinum e seus esporos. 

Congelamento: microorganismos nao se desenvolvem em 
congelamento. O sabor e o odor caracteristico dos alimentos congelados 
sao devidos a inativagao de enzimas pelo branqueamento. Os 
procedimentos mais utilizados consistem em testar as atividades de 
enzimas residuais, como a catalase, peroxidase e lipoxigenase, no 
alimento branqueado. 

Desidratagao: consiste na remogao de agua do alimento, sendo 
realizada pelo contato do alimento com ar quente forgado ou pela 
secagem ao sol. Os microorganismos nao se desenvolvem se o teor de 
umidade e reduzido para uma faixa segura, que varia com a composigao 
quimica do alimento. O principio e controlar a atividade da agua (a w ) no 
produto final, retendo as qualidades sensoriais e a estabilidade no 
armazenamento do produto desidratado. 

A maioria dos produtos e estavel do ponto de vista de 
microorganismos se a w for igual ou menor que 0,60 (Figura 1.28). m 
atividade da agua e uma medida da umidade livre no produto. E 
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determinada dividindo-se a pressao de vapor da substancia pela pressao 
-e vapor da agua pura na mesma temperatura. 


Selegao de Conservantes para Alimentos 

A qualidade do alimento pode ser afetada por processos quimicos, 
fisicos e microbiologicos. Estima-se que 20% dos alimentos produzidos 
no mundo sao perdidos devido a a?ao de microorganismos. Deve se 
ressaltar que a utiliza^ao de conservantes quimicos nao substitui as boas 
praticas de sanitiza^ao. Em concentra 9 oes, nenhum dos conservantes e 
letal para os microorganismos presentes no alimento, portanto nao 
reduzem a contaminagao, mas retardam o crescimento dos organismos. 
Produtos preparados em condigoes sanitarias inadequadas nao serao 
beneficiados com a utilizagao dos conservantes, que sao ineficientes em 
produtos contaminados. Os agentes microbiologicos comumente 
utilizados em alimentos sao: 

1 - Acido benzoico e benzoato de sodio 

2 - Metil e propil p-hidroxibenzoato nome comercial: Paraben 

3 - Propionato de sodio e propionato de potassio 

4 - Acido sorbico e sorbato de potassio 

5 - Sulfitos 

6 - Nitritos 

7 - Oxido de etileno/propileno 

Nenhum dos tipos de conservantes quimicos por si so e utilizado 
em todo o tipo de alimento. As propriedades fisicas e quimicas do 
conservante e a sua rela?ao com o alimento constituem o principal fator 
na sua eficiencia. Propriedades como solubilidade, pKa (constante de 
dissocia$ao), niveis toxicos e reatividade qufmica devem ser consideradas 
na escolha do conservante. A atividade antimicrobiologica dos acidos 
fracos e atribuida a sua forma nao-dissociada, portanto o pKa e utilizado 
na predi 9 ao de sua eficiencia no alimento em determinado pH. 

Diferentes compostos de uma mesma classe podem diferir na 
atividade antimicrobiologica, bem como nas suas propriedades ffsica e 
quimica. Frequentemente, a forma salina dos acidos organicos e mais 
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soluvel em agua, sendo a forma preferida para situagoes em que a 
solubilidade em agua e importante {spray, salmoura). Para aplicagoes 
diretas no produto, a forma de acido pode ser a mais util. O 
processamento termico ou a desidratagao do produto para diminuir a 
atividade da agua (aw) aumenta a eficiencia do conservante, diminuindo, 
portanto, a concentragao requerida. 


Aplicacao dos conservantes qufmicos 

Sao incorporados diretamente no alimento (imersao, spray , gas, 
injegao) ou oriundos, durante o processamento (fermentagao), do 
alimento. Diferentes tipos de conservantes qufmicos sao empregados: 
acidos e derivados, sulfito, nitrato/nitrito, fumaga etc. A utilizagao 
depende do tipo de alimento, metodo de processamento, armazenamento 
e microrganismo envolvido. 


Mecanismo de Inibigao dos Acidos e Derivados 

O pH acido facilita a destruigao de microrganismos pelo calor, 
permitindo que se utilize tempo menor de esterilizagao e pasteurizagao e, 
portanto, minimizando os efeitos negativos na qualidade do produto. 

O efeito antimicrobiologico dos acidos utilizados como 
conservantes esta relacionado com a forma nao-dissociada: a 
concentragao e determinada pelo pKa do acido e do pH do tneio 
(eq. 8.2). Como ilustrado na Tabela 8.3, os valores de pKa (pH no qual 
50% da molecula se encontra na forma dissociada) da maioria dos acidos 
encontram-se na faixa de pH entre 3,0 e 5,0; portanto, a concentragao da 
forma nao-dissociada aumenta com a elevagao da acidez do alimento, ou 
seja, o pH do alimento deve ser menor que o pKa, de forma a garantir 
alta concentragao da forma nao-dissociada. 
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Tabela 8.3 - Proporgao (%) do total do acido nao-dissociado em 
diferentes pH 


pH 



pKa 

3,0 

4,0 

5,0 

6,0 

7,0 

Acido 3,13 

ci'trico 

4,76 

6,40 53,0 

18,9 

0,41 

0,006 

0,001 

Acido 

benzoico 

4,20 

93,5 

59,3 

12,8 

1,44 

0,14 

Acido 

propionico 

4,87 

98,5 

87,6 

41,7 

6,67 

0,71 

Acido 

sorbico 

4,80 

97,5 

82,0 

30,0 

4,10 

0,48 

Paraben 

8,47 

99,9 

99,9 

99,9 

99,9 

96,72 


A' 

pH = pKa + log- HA: forma nao-dissociada eq. 8.2 

HA A": forma dissociada 


Na faixa de pH entre 5,0 e 6,0, os acidos organicos sao 
relativamente ineficientes, a excegao dos parabens, que permanecem na 
forma nao-dissociada, sendo, portanto, efetivos inibidores. Acredita-se 
que a forma nao-dissociada do conservante quimico penetra atraves da 
membrana, tornando-se ionizado apos alcangar o interior da celula. A 
concentragao intracelular desses acidos organicos altera o funcionamento 
normal do gradiente envolvido no sistema de transporte da membrana 
celular. 

Alem do pKa, a aplicagao e a eficiencia de certos conservantes sao 
afetadas pelo comprimento da cadeia de carbono e pelo grau de 
insaturagao. A atividade antimicrobiologica dos acidos organicos 
geralmente aumenta com o comprimento da cadeia, mas a limitada 
solubilidade em agua desses acidos restringe o seu uso. 


Acidulantes 

Sao empregados para alterar o flavor conferindo agradavel sabor 
acido, alem de simplificar certas operagoes de processamento. A adigao 










324 


Quimica de Alimentos - Teoria e pratica 


de acidulantes diminui a resistencia de bacterias ao calor pela diminuigao 
do pH, portanto menos tempo sera necessario para esterilizar o produto. 
Os acidos organicos possuem este efeito em pH maior que o dos 
inorganicos, indicando que a forma nao dissociada do acido tern 
participagao na destruigao de microorganismos em temperaturas 
elevadas. Os mais utilizados sao: citrico e fosforico 

Acido citrico : encontrado naturalmente em frutas citricas, tomates e 
diversas outras frutas e vegetais (eq. 8.3). Suas caracteristicas uteis 
incluem otima solubilidade em agua, baixa toxidez, habilidade de 
complexagao com metais e agradavel sabor acido. As bebidas sao as 
maiores consumidoras de acido citrico. E tambem utilizado em produtos 
enlatados: para abaixar o pH, portanto, reduzindo o requerimento do 
processamento termico; otimizar o flavor de frutas enlatadas; e complexar 
tragos de ions metalicos capazes de catalisar reagoes de oxidagao (cap. 1). 

E um acido tribasico com quatro grupos ionizaveis (Tabela 8.3). O 
grupo alfa carboxila em relagao ao grupo hidroxila e ionizado primeiro, 
seguido dos dois grupos carboxilas terminais e, finalmente, do grupo 
hidroxila (pK=ll,0). E agente microbiologico menos efetivo que os 
outros acidos, em razao de ser metabolizado por varios microrganismos. 

eq. 8.3 

ch 2 -cooh 
ho-c-cooh 
o^-cooh 

ac. citrico 

Acido fosforico : e um acido inorganico e o mais forte utilizado como 
acidulante em alimentos. As bebidas carbonatadas sao a maior consumidora. | 
Em queijos e cerveja e utilizado para ajustar o pH e para neutralizar a soda 
caustica utilizada no descascamento de frutas. 

a 

Acido benzoico e derivados 


O acido benzoico ocorre na natureza, na forma glicosidica, em I 
diversas frutas e vegetais. Sua atividade otima esta situada na faixa de pH 
entre 2,5 e 4,0 (Tabela 8.3). E utilizado no controle de fungos el 
leveduras, mas seu uso nao e recomendado para controle de bacterias, em 
face de sua baixa atividade em pH igual a 4,5 ou maior. A maior 
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ibilidade em agua e a nao-interferencia na Colorado tomam o 
zoato de sodio o mais utilizado (eq.8.4). 

Sao utilizados em bebidas carbonatadas, sucos de frutas, geleias e 
-garinas. O pK do benzoato e 4,2, e em pH = 4,0, 60% do composto se 
ontra nao-dissociado; em pH = 6,0, somente 1,5% esta nao- 
;ociado. Isto restringe a aplicaijao do acido benzoico e seus sais em 
dutos com baixa acidez. 


eq. 8.4 


C-ONa 


c-oh 




benzoato de sodio 


Acido propionico e derivados 

O acido propionico e seus sais (eq. 8.5) sao permitidos em paes, 
bolos, certos tipos de queijos e outros produtos, como inibidor de fungos. 
O seu modo de aijao e similar ao dos sorbatos e benzoatos. O pK do 
propionato e 4,87, e em pH = 4,0, 88% do composto se encontra na forma 
nao-dissociada; em pH = 6,0, somente 6,7% permanece nao-dissociado, 
portanto ativo em produtos com baixa acidez. 

E pouco empregado pela industria de alimentos em face de seu 
poder corrosivo, sendo seus derivados preferencialmente utilizados, pois 
liberam o acido no meio. E encontrado naturalmente em certos tipos de 
queijo em nivel de ate 1,0%. 


eq. 8.5 


CH 3 CH 2 COONa 


CH 3 CH,COOH 
ac. propionico 


propionato de sodio. 


Acido sorbico e derivados 

O sorbato e um acido graxo monocarboxllico, encontrado 
naturalmente em diversas frutas e vegetais, sendo metabolizado pelo 
organismo para dioxido de carbono e agua. Sao efetivos no contiole de 
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leveduras e fungos, sendo utilizados em mveis de ate 0,2%. A forma 
acida e mais soluvel em Iipldios que em agua (0,16 g/100 ml). Os 
derivados (sodio, potassio e calcio) sao frequentemente utilizados em 
razao da sua alta solubilidade em agua. O acido sorbico e metabolizado 
de forma identica a dos acidos graxos de cadeia longa. (eq. 8.6). 

A eficiencia dos sorbatos se estende a uma faixa de pH ate 6,5, 
portanto mais alto do que os benzoatos e propionatos e abaixo dos 
parabens. Exemplificando, em pH = 3,5 o acido benzoico encontra-se 
83% na forma nao-dissociada, comparada a 95% do acido sorbico. Em 
pH = 5,5 somente 4,7% do acido benzoico e ativo, comparado a 15% do 
acido sorbico. Portanto, sao mais efetivos que os benzoatos na faixa de 
pH entre 4,0 e 6,0. Aplicagoes tradicionais dos sorbatos incluem queijos, 
produtos de panificagao, sucos, bebidas, xaropes, vinhos, geleias, pickles 
e molho para saladas. 


ch 3 ch=chch=chcooh 

kc. s6rbico 


CH 3 CH= CHCH=CHCOOK 
sorbato de potassio 


eq. 8.6 


s 

Esteres do acido p-hidroxibenzoico (parabens) 

Sao esteres alquila do acido para-hidroxibenzoico utilizado como 
conservantes e sao estruturalmente parecidos com o benzoato. 
Diferentemente dos outros tres principals conservantes, nao sao acidos 
fracos e, em razao do grupo carboxila esterificado, a forma ativa nao- 
dissociada e retida ao longo da faixa do pH. A atividade 
antimicrobiologica dos parabens e diretamente proporcional ao 
comprimento da cadeia lateral, mas a solubilidade diminui com o 
aumento da cadeia (0,25% para o ester metllico). Frequentemente, a 
combina§ao do ester metil e propil e utilizada. Sao efetivos no controle de 
fungos e leveduras e relativamente ineficientes no controle de bacterias. 

Em contraste com os outros tipos de conservantes, mostram-se 
ativos em ampla faixa de pH (Tabela 8.3), aparentemente em razao de 
permanecerem na forma nao-dissociada. A liga 5 ao ester e estavel a 
hidrolise em temperatura de esteriliza?ao (eq. 8.7). Sao aplicados na 
forma de solugao alcalina, etanolica ou em propileno glicol em 
concentrates de 0,3-0,06%. 
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eq. 8.7 


I -■» V 2 '“"3 3 C-t 

0 9 0 6 

HU nr, J_ 


0 

C-O-CH, 


C-O-CH.-Cft 



c-o~(ch 2 ) 3 -ch : 


OH 


OH 


OH 


OH 


para ben 
metila 


paraben 
etila 


paraben 
propila 


paraben 
butila 


Fumaga 

A fuma^a formada a partir da queima da madeira, alem de 
contribuir com o flavor, possui efeito conservante atraves do calor, da 
desidrata?ao e introdugao de seus componentes quimicos (compostos 
fenolicos, formaldeido, acido acetico e creosoto) no produto. Esses 
componentes nao sao devidamente conhecidos. Dentre esses, o 
benzopireno e o principal, com atividade toxicologica relevante (cap. 6). 

A fumaga oriunda de diferentes tipos de madeira difere em 
eficiencia antimicrobiologica, aparentemente em razao de sua 
composi§ao diferenciada. O efeito de esporos de bacterias e fungos sao 
resistentes e se manifesta na superffcie do produto. 


Gases 


A maioria dos agentes antimicrobiologicos exibe efeito inibidor e 
nao letal no alimento. Entretanto, ocorre exce^ao com o oxido de etileno 
epropileno. Esses esterilizantes quimicos sao utilizados no tratamento de 
certos produtos que con tern baixo teor de umidade e para esterilizar 
embalagens. Para obter contato intimo com os microorganismos os 
epoxidos sao utilizados na forma de vapor. Apos exposi^ao adequada, o 
epoxido residual e removido por meio de ventila?ao. 

Epoxidos 

Utilizado em especiarias com a finalidade de reduzir a popula^ao 
microbiologica e infesta?ao de insetos, o residuo de ate 50 ppm no 
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produto final e aceitavel. 0 seu poder esterilizante esta relacionado com a 
capacidade de reagir com protefnas, incluindo os grupos carboxila, 
sulfidrila, amina e hidroxila, alterando a estrutura da protefna de insetos e 
microorganismos. Apesar de seu efeito esterilizante, e muito toxico para a 
especie humana na concentragao encontrada nos vapores utilizados na 
esterilizagao. Em razao disso, muito pafses restringem a sua utilizagao em 
alimentos. O oxido de etileno nao permanece no alimento por muito 
tempo em razao do seu baixo ponto de ebuligao (-10 °C). 

O oxido de propileno e tambem utilizado com o mesmo proposito, 
mas nao e efetivo como o oxido de etileno. Os epoxidos (oxido de etileno e 
propileno) sao esteres cfclicos altamente reativos, que destroem todas as 
formas de microrganismos. O efeito esterilizante ocorre em razao da 
alquilagao de protefnas, de acidos nucleicos e de outros compostos organicos 
(eq. 8.3). 


h,c-ch, 

\/ 2 
o 

Oxido de etileno 

P.E. = 13,2 °C 


eq. 8.3 


H,C-CH,-CH, 

\/ 

O 

Oxido de propileno 


P.E. = 34,2 °C 


A sua aplicagao e restrita em razao da elevada toxidez. 
Concentragoes entre 0,1 e 0,2 g de oxido de etileno/1 ar sao letais para a 
especie humana. Os produtos de degradagao do oxido de etileno incluem 
o etileno glicol e a cloroidrina e os do oxido de propileno, o propileno 
glicol. 

A formagao potencial de cloroidrina relativamente toxica como 
resultado da reagao entre os epoxidos e cloretos inorganicos (Figura 
8.1) e motivo de preocupagao, alem do efeito adverso sobre vitaminas, 
como a riboflavina, niacina e piridoxina. Esses oxidos existem na 
forma de gases, sendo utilizados como fumigantes na industria de 
alimentos em produtos com baixo teor de umidade e sensfveis a 
temperatura (frutas desidratadas, amidos, farinhas, cereais, 
especiarias) de camaras fechadas. Posteriormente, sao removidos do 
alimento pela evacuagao do ar com ligeiro aquecimento da camara. Os 
glicois remanescentes nao sao toxicos. 
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H 2 C—CH2 


I I 

COL 


H 2 C— CH 2 



OH Cl 

ETILENO CLOROIDRINA 


Figura 8.1 - Rea^ao do oxido de etileno com agua e cloreto. 


Sulfito 


O dioxido de enxofre e um dos aditivos de uso mais freqiiente na 
industria de alimentos. O termo sulfito refere-se ao dioxido de enxofre 
(SO,) e a diversas formas de sulfitos inorganicos que o liberam nas 
condigSes de uso. Sao adicionados em alimentos por diversas e 
importantes razdcs tecnicas, dentre as quais: controle do escurecimento 
enzimatico e nao-enzimatico; agao antimicrobiana; e como agentes 
antioxidante, redutor e clarificante. 

Os sulfitos representam o grupo de compostos que incluem dioxido 
de enxofre (S0 2 ), sulfito de sodio (Na,S0 3 ), bissulfito de sodio (NaHS0 3 ) 
e metabissulfito de sodio (Na 2 S 2 0 5 ), comumente utilizados como agentes 
antimicrobiologicos e no controle do escurecimento de frutas e vegetais. 
Possuem fracas propriedades antioxidantes, sao usados como 
removedores de oxigenio. Em geral, sao adicionados em excesso (1,5 
mol/0,5 mol de 0 2 ) para garantir a completa e acelerada remogao do 
oxigenio. Apesar de sua ampla utilizagao em alimentos, sua aplicagao e 
questionada devido aos efeitos adversos em indivfduos alergicos e 
asmaticos. 

O sulfito reduz a destrui?ao do caroteno e do acido ascorbico; reage 
com o oxigenio molecular, formando sulfate; inibe numerosas enzimas, 
incluindo a polifenoloxidase, a lipoxigenase e a ascorbico-oxidase. E 
tambem efetivo na inibigao do escurecimento nao-enzimatico, reagindo 
com carbonilas intermediarias e, desse modo, prevenindo sua 
participagao na reagao que leva a formagao de pigmentos escuros. 
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Os sulfitos sao utilizados em batatas pre-descascadas e fatiadas e 
cogumelos frescos. Previnem a oxidagao do acido ascorbico pela enzima 
ascorbato-oxidase e outras enzimas. Sao efetivos na prevengao da formagao 
de flavor estranho em ervilhas desidratadas e outros vegetais, inibindo a 
enzima lipoxigenase. Em cerveja, o sulfito inibe alteragoes oxidativas, 
consideradas indesejaveis no desenvolvimento do flavor. Frutas secas ao sol 
sao previamente expostas a fumaga oriunda da queima de enxofre. Magas 
sao tratadas com solugao de sulfito antes da desidratagao. 

Na fabricagao de vinho, o sulfito e utilizado em diferentes estadios: na 
desinfecgao do equipamento antes da fermenlagao e no tratamento do mosto 
para eliminar a flora microbiana natural, alem de preservar os constituintes 
sensiveis a oxidagao e cvitar o escurecimento enzimatico via oxidagao de 
fenois. Durante a fermentagao, o dioxido de enxofre e utilizado como seletor 
de leveduras e antimicrobiano e, durante a estocagem, evita alteragoes pos- 
fermentagao por microorganismo. As leveduras sao mais resistentes ao 
sulfito que a maioria dos fungos e bacterias. A fonna nao-dissociada possui 
agao germicida. Com pK = 1,81. ha pouca atividade em produtos com pH 
acima de 3,5. As leveduras sao mais resistentes ao sulfito que a maioria dos 
fungos e bacterias. 

Solugoes variando de 0,20 a 0,50% (SO,) sao preparadas com 
sulfito de sodio e bissulfito de sodio em partes iguais. As solugdes sao 
menos eficientes que a queima do enxofre, em razao de sua baixa 
penetragao, alem das perdas por lixiviagao de agucares, acidos e 
componentes do flavor. 

A analise do resi'duo de sulfito em alimentos e complicada pelo fato 
de ocorrerem rapidas interagoes entre o sulfito e os varios componentes 
do alimento. O sulfito reage prontamente com agucares redutores, 
aldeidos, celonas, antocianinas e proteinas, formando uma grande 
variedade de sulfitos organicos combinados. A extensao da reagao e 
dependente de pH, temperatura, concentragao de sulfito e componentes 
reativos presentes no produto. Em face da rapida reagao do sulfito com os 
componentes do alimento, espera-se encontrar muito pouco sulfito livre 
no produto no momento do consumo. 

Como fortes agenles redutores, os sulfitos podem ser incorporados 
aos alimentos na forma de gas ou de sais de sulfito, bissulfito ou 
metabissulfito (Tabela 8.4), os quais liberam o sulfito nas condigoes de 
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uso. A forma de gas do dioxido de enxofre e utilizada na preserva?ao de 
frutas e vegetais desidratados, enquanto as solugdes de sulfito sao 
empregadas em alimentos llquidos. 

Sulfitos podem ser encontrados em alimentos mesmo sem serem 
adicionados, em virtude da redu^ao microbiologica do SO 4 " para o SO". 
Perdas podem ocorrer por exposigao ao ar, oxidagao para S0 4 " e cozimento. 


Tabela 8.4 - Rendimento teorico dos agentes de sulfitagao 


Nome 

Fdrmula 

S0 2 (%)* 

Dioxido de enxofre 

S0 2 

100 

Sulfito de sodio anidro 

Na 2 S0 3 

50,82 

Sulfito de s6dio, heptaidratado 

Na 2 S0 3 .7H 2 0 

25,41 

Bissulfito de sddio 

NaHS0 3 

61,56 

Metabissulfito de sodio 

Na 2 S 2 0 5 

67,39 

Metabissulfito de potassio 

k 2 s 2 0 5 

57,60 

Bissulfito de potassio 

KHS0 3y 

57,32 


* Rendimento tedrico, praticamente nao obtido em aplica9oes em alimentos: rea9ao com 


componentes do alimento, volatilizado para atmosfera ou oxidado para sulfato. 

Os varios sais, assim como 0 dioxido de enxofre, quando 
dissolvidos em agua, resultam em uma mistura de ions sulfito e bissulfito, 
sendo a proporgao relativa de cada forma dependente do pH do meio, da 
forga ionica e da concentragao (eq. 8.4). Dessa maneira, a escolha da 
forma qufmica para sulfitar alimentos e uma questao de convenience, ja 
que todas as formas sao quimicamente equivalentes. 

eq. 8.4 

S0 2 (gas) + H 2 0 - -^ S0 2 . H 2 0(S0LUCA0) 

S0 2 . H 2 0 ^ H + + HS0 3 ' pka =1,81 

HS0 3 ' ^ H + + SO 3 " pka =7,18 

Na faixa normal de pH dos alimentos (3-7), a forma predominante 
sera HSO /. Aumentando a for?a ionica, reduz-se o pK e o (on SO "devera, 
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portanto, estar presente em maior proporgao. A especie HSO/ e senstvel a 
oxidagao pelo hidroperoxido, formando radicals livres (eq. 8.5): 

eq. 8.5 

HSO; + ROOH -> SO/‘ + H,0 + RO’ 

Embora o radical alcoxil (RO ) formado seja muito reativo com as 

substancias organicas, o anion radical SO./' apresenta reatividade 
moderada, embora possa formar acidos sulfonicos por adigao de 
compostos insaturados, oxidar o ascorbato ou ser rapidamente oxidado 
pelo oxigenio molecular, formando o anion radical SO s - muito reativo. 
Em solugao, as formas predominantes podem ser assim resumidas: 

1- pH = 7,0, as duas formas (HS0 3 ' e S0 3 ") estao presentes em 
proporgSes aproximadamente iguais. 

2 - pH = 4,5, predominant as formas HSO,’ e S0 r H,0. 

3 - pH = 3,0, o ion bissulfito e protonado, e a forma predominante e 

SO r H,0. 

Portanto, o dioxido de enxofre e mais efetivo como agente 
antimicrobiano em meio acido. Em pH < 4,5, o ion bissulfito (HS0 3 ') e o 

S0 2 .H,0 (ac. forte) sao as formas predominantes e, possivelmente, as 
formas ativas no controle de fungos, leveduras e bacterias. Em pH alto, o 
bissulfito (HS0 3 ') inibe bacterias, mas nao leveduras. Em razao de sua 
alta reatividade (interage com diversos componentes celulares), o 
mecanismo preciso de inibigao microbiana nao e conhecido. 

Alem das propriedades antimicrobianas, o dioxido de enxofre e 
efetivo inibidor da reacao de escurecimento nao-enzimatico. O 
mecanismo desta inibigao provavelmente envolve a intera?ao do sulfito 
com grupos carbonilicos ativos, impedindo a formagao de pigmentos 
escuros (capftulos 10 e 11). 

O sulfito livre e metabolizado para sulfato, do mesmo modo que o 
sao os aminoacidos sulfurosos, ou seja, e oxidado pela enzima 
sulfito:citocromo- c-oxirredutase (eq. 8.6), localizada na mitocondria, e 
excretado pela urina em indivfduos normais: 
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Fe^ —Cite —1 

1 

eq. 8.6 

n ++ 

F e 

t _ 

_w QO" 

^ 4 

sulfito oxidase 

Alimentos contendo sulfito (Tabela 8.5) nao devem ser consumidos 
pelos asmaticos (causa dores de cabe?a e abdominais, nauseas, urticarias, 
tonteiras etc.). 0 sulfito nao tern uso recomendado em alimentos 
considerados fonte de vitamina B,, pois causa sua destrui?ao. 

Tabela 8.5 - Valores estimados de SO 2 (total) em produtos sulfitados (ppm) 

Produto 

SO 2 (ppm) 

Frutas secas 

1200 

Vinho 

150 

Suco de uva 

85 

Camarao 

10-40 

Xarope de milho 

30 

Amido de milho 

. 30 

Cogumelo 

15 

Batata desidratada 

30-90 

Vinagre 

75 


Nitrato/Nitrito 

O nitrato (NOj) e o nitrito (NOV) sao componentes naturais em 
alimentos, e seus nfveis variam, dependendo da quantidade de nitrato 
dispom'vel no solo e na agua. O nitrato e absorvido do solo pelas plantas, 
sendo parte convertida em nitrito pela atjao da enzima nitrato redutase 
presente nos vegetais, que permanece ativa mesmo apos a colheita. 

Assim, o armazenamento inadequado, em temperatura elevada e 
baixa circula^ao de ar, favorecem a conversao do nitrato em nitrito. Este 
e considerado potencialmente mais toxico que o nitrato, uma vez que, em 
certas condi^oes, interage com aminas secundaria e terciaria presentes 
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nos alimentos, formando as nitrosaminas, que sao consideradas 
potencialmente carcinogenicas. 

Os sais de potassio e o sodio de nitrito e nitrato sao muito utilizados 
em mistura de cura de cames para desenvolver e fixar a cor (reage com as 
protemas do grupo heme), inibir microorganismos e desenvolver o flavor 
caractenstico (inibe a oxidagao). Quando adicionado em cames processadas 
como presunto, salame, bacon, peixe defumado, cames curadas enlatadas, 
seguidas de tratamento termico, o nitrito apresenta efeito antibotulinico. 
Consiste na inibigao do crescimento de celulas vegetativas e na prevengao da 
germinagao e crescimento de esporos que podem sobreviver ao tratamento 
termico ou defumagao durante o armazenamento. 

O nitrito, e nao o nitrato, e aparentemente o constituinte funcional. 
O nitrito e convertido na carne para acido nitroso, que e adicionalmente 
reduzido para oxido nitrico (NO), que reage com a mioglobina formando 
nitrosilmioglobina, pigmento responsavel pela coloragao vermelha em 
came curada. Com o aquecimento, a nitrosilmioglobina forma o pigmento 
de coloragao rosea denominado nitrosilmiocromo. Essas duas formas sao 
similares, e a ultima apresenta a protema (globina) desnaturada. A adigao 
do acido ascorbico aumenta a formagao do oxido nitrico e protege o 
pigmento da carne curada da oxidagao. 

O nitrito desaparece com o aquecimento e o armazenamento. 
Diversos tipos de bacterias sao capazes de utilizar o nitrato como receptor 
de eletron, reduzindo-o para nitrito. O ion nitrito e o mais importante dos 
dois na came curada. Este e altamcnte reativo, sendo capaz de atuar como 
agente redutor e oxidante. Em meio acido, ioniza-se formando o acido 
nitroso (HN0 2 ), que se decompoe formando oxido nitrico (NOi. 
importante para a fixagao da cor em carnes curadas. 

O oxido nitrico (NO) e tambem capaz de reagir com outros compostos 
contendo porfirina como catalase, peroxidases, citocromos e outros. 
contribuindo para seu efeito antimicrobiano. O aumento do efeito 
antibacteriano do nitrito aumenta com a diminuigao do pH na faixa acida. e 
este e acompanhado pelo aumento da forma nao-dissociada (HN0 2 ) O nitrite 
possui pK = 3,36 e, conseqtientemente, na forma de acido nitroso em baixo 
pH. O maximo da forma nao-dissociada ocorre em pH 4,5-5*5. 
consequentemente, maior atividade antimicrobiologica. O pigmento da came 
curada cozida e o dinitrosilferroemocromo. foimado quando a globina ci 
nitrosilmioglobina e substituida por um segundo gmpo NO. 
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Atividade antimicrobiologica 

O nitrito e o componente antimicrobiano que resulta na forma$ao 
do acido nitroso (HN0 2 ). Sua adiijao em cames e peixes retarda o 
crescimento do Clostridium botulinum e a consequents produ^ao da 
enterotoxina durante o armazenamento. 

A eficiencia bacteriostatica esta relacionada com o pH do alimento, 
que determina a concentragao da forma nao-dissociada do acido nitroso, 
sendo mais eficiente em pH igual a 5,0 - 5,5 ou menor. Os sais de nitrito 
sao soluveis em agua, e o ion nitrito (N0 2 ') e a base conjugada do HN0 2 
com pKa = 3,36, havendo, portanto, em pH elevado (pH > 5,5), 
predominance da forma dissociada do acido nitroso. Por exemplo: em 
pH = 7,0, serao necessarios 3.500 ppm de NaN0 2 para se obter 1,0 ppm 

nrk hi\ii ij p pm r»M = ii sftran rittcessanus <+u uum * 

uivumu ^ 2 5 *** ~X mm • * ' jl a 

da acidez do alimento e importante na preserva^ao e estabilidade 
microbiologica. 

O nitrato nao apresenta nenhuma atividade inibidora contra o 
Clostridium botulinum , mas sua a?ao e manifestada apos sua redu?ao a 
nitrito, por meio de microrganismos nos alimentos. O nitrito 
eventualmente desaparece como resultado de rea?oes qufmicas com 
certos componentes do alimento, como proteinas e gorduras, porem a 
natureza exata dos produtos formados nao e bem conhecida. Tambem, 
nao reage diretamente com a amina, necessitando inicialmente ser 
convertido em anidrido nitroso (N 2 0 3 ). 

O acido nitroso formado pela a<jao do acido sobre o sal de nitrito e 
instavel e decompoe-se em anidrido nitroso e ion nitrosonio (eq. 8.7). 

eq. 8.7 


2tT + 

2NO z -* • 2HONO ^-- H.O + N 2 0 3 , ^ NO + N=0 

pK=3,36 (ac. nitroso) (an. nitroso) (ion nitrosonio) 

Na presen9a de aminas secundarias (R 2 NH), o ion nitrosonio perde 
um proton, formando a nitrosamina (eq. 8.8). A velocidade de formagao 
da nitrosamina depende do pH do meio e da basicidade da amina. Quanto 
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maior o pKa (ou seja, base forte) da amina, menor sera a velocidade de 
formacao da nitrosamina em virtude de sua protona^ao. Em pH baixo ha 
a formacao da amina protonada nao-reativa, alterando o equilibrio 
nilrito <-> acido nitroso para a direita. Portanto, a reacao de formacao da 
nitrosamina ocorre mais facilmente em meio acido (pH 3,0-3,5), proximo 
do pKa do acido nitroso (pK = 3,36), e na present de aminas basicas: 

eq. 8.8 


H 

A. 


'NO 


R 1 


R„ 


R 


Ion nitrosonio 


NH~N-0 

4 


R 


l\+ 

NH~N“0 

4 


H + 


R, 


X N-N=0 

/ 


Ri 


Nitrosamina 


Nitrosaminas em produtos curados.e seu contro^ 

Diversas nitrosaminas identificadas em varios produtos (Tabela 8.6) 
sao consideradas toxicas, mutagenicas, teratog?ni'cas, bem como 
carcinogenicas. Sao geralmente divididas em dois gfupos prihcipais. 
derivadas de aminas secundarias e de amidas. Esta ultima, por ser 
instavel durante o processamento de alimento, e muito p'oucro provavel de 
ser encontrada. 


Tabela 8.6 - Ocorrencia de nitrosaminas em alimentos 


Produto 

Nitrosamina 

□g/kg 


Bacon 

NPIR, DMNA 

3,8 - 22,0 


Salame 

NDMA 

10,0 - 80,0 


Queijo* 

NDMA 

1,0- 4,0 


Peixe** 

NDMA 

4,0 - 26,0 


Cachorro-quente 

NDMA 

0,0 - 84,0 


Presunto 

NPIR, NPIP 

1,0-78,0 



* Gorgonzola, Gouda, Cabra, Tilsiter. 
** Defumado + Nitrito/nitrato. 
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CH, 
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ch 3 ch 2 


CH 


N—N-O 

/ 


\ 

N-N=0 


ch 3 ch 2 


/ 


N-DMA 


N-NDEA 



NDMA: N-nitrosodimetilamina, NPIR: N-nitrosopirrolidina 
NPIP: N-nitrosopiperidina, N-NDEA: N-nitrosodietilamina 



O 


NPIR 


As nitrosaminas podem ser encontradas em baixo nfvel em carnes 
curadas, peixes e derivados. O isoascorbato possui efeito inibitorio na 
formagao de nitrosaminas. O seu efeito se verifica sequestrando o ferro, 
embora, sob certas condigoes, possa reduzir o nitrito eficientemente. A 
utilizagao dos acidos ascorbico e isoascorbico (D-ascorbico e eritorbico) 
e respectivos sais em processamento de carne inibe a formagao de 
nitrosaminas, alem de conferir estabilidade a cor pela redugao da 
metimioglobina para mioglobina e do nitrato para nitrito (eq. 8.9). O 
acido ascorbico previne a formagao indesejavel do anidrido nitroso. 


eq. 8.9 


PROTHlNA 

1 

PROTEINA 

l 

1 

N i N 

i 

n ; n 

\ : / 

\ ! / 

p e +3 + Ac. ascdrbico 

—► Fe +Z 

/ ' \ 

/ 1 \ 

N ! N 

1 

n : n 

I 

OH 

h 2 o 


METIMIOGLOBINA 


MIOGLOBINA 


Ac. ascorbico + HN0 2 -> Deidro ac. ascorbico + NO 


O nitrito na presenga do acido ascorbico forma o monoxido de 
nitrogenio (NO), que atua como agente de “cura” (eq. 8.10), alem de 
inibir a oxida^ao. O NO reage parcialmente com oxigenio, formando o 
nitrato. Portanto, quando o acido ascorbico e utilizado, o teor de nitrito 
diminui rapidamente, muito mais quando se emprega o ascorbato de 
sodio, em razao do pH elevado do meio: 
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PROTElNA 

I 

PROTEtNA 

I 

n ; 

N 

n : n 

\ • 

/ 

N0 , X F^ / 

Fe +2 

/ l \ 

/ 1 \ 
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N 

n : n 

Hjp 

NO 

MIOGLOBINA 

NITROSOMIOGLOBINA 


eq. 8.10 


O ascorbato ou o eritorbato atua tambem na redugao do N0 2 para 
NO. O oxido nftrico reage com a mioglobina em condigoes redutoras. 
produzindo a pigmentagao vermelha desejavel, denominada 
nitrosilmioglobina (eq. 8.10). A maioria das misturas empregadas no 
processo de “cura” contem ascorbato de sodio (550 ppm). O acido 
ascorbico nao deve ser utilizado na solugao de cura, pois seu baixo pH leva 
a formacao de monoxido de nitrogenio (NO) e, com sua evolugao para o ar. 
e convertido em gas dioxido de nitrogenio (N0 2 ), letal em rn'veis de 10 
ppm no ar e irritante em dosagem menor. A adigao do alfatocoferoi 
tambem reduz a formagao de nitrosaminas (Tabela 8.7), removendo os 
radicais livres NO‘e N0 2 ’ do processo de nitrosagao (eq. 8.11). 


Tabela 8.7 - Efeito do armazenamento a 20 °C sobre a eficiencia do a- 
tocoferol na formagao de nitrosaminas 

Tempo de Concentra^ao de nitrosaminas (M-g/kg) 

armazenamento ______ 

Bacon (controle) Bacon + a-tocoferol* % inib^ao 


(M&) 

NPIR 

DMNA 

NPIR 

DMNA 

NPIR 

DMNA 

0 

8,1 

2,6 

2,7 

1,6 

67 

39 

1 

8,3 

2,3 

3,1 

1,3 

63 

44 

2 

8,3 

1,8 

2,0 

0,6 

76 

67 

3 

9,0 

3,1 

2,4 

0,4 

73 

55 


a-Tocoferol: 500 mg/kg produto final. 

Alguns aminoacidos como prolina, triptofano, cisteina, arginina j 
histidina, na forma livre ou de peptfdios, podem-se constituir em amina 
ativas. Por exemplo, a nitrosopirrolidina (NPIR), encontrada em bacon. \ 
formada em temperatura elevada (>100 °C). O anidrido nitroso (N,0, 
dissocia-se em temperatura alta, formando os radicais (NO‘) e (NO,' i. ( 
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radical oxido nitroso (NO,*) remove o proton amino da prolina (eq. 8.11), 
dando origem a um novo radical, que interage com o (NO'), formando a 
nitrosoprolina, que, apos a descarboxila^ao, e convertida em 
nitrosopiirolidina. 


2hno 2 . n 2 o 3 + h 2 o 

a 


no 2 . 



COOH 




eq. 8.11 


C0 2 



NPIR 


De forma similar, os outros aminoacidos ou resfduos citados 
anteriormente podem tambern levar a forma^ao de nitrosamina. A rea^ao 
ocorre em meio acido e temperatura elevada (eq. 8.12). 

' eq. 8.12 




Prolina 


N-nilrosopirrolidina 
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Metabolismo das nitrosaminas 


Numerosas nitrosaminas testadas oralmente em animais 
experimentais produziram tumores em varios orgaos (figado, cavidade 
nasal, rins e estomago). Entretanto, dosagem elevada, na faixa de mg/kg. 
foi utilizada muito acima dos niveis (ppb) encontrados normalmente em 
alimentos. 

As nitrosaminas sao hidroxiladas enzimaticamente para a- 
hidroxinitrosaminas, formando, posteriormente, intermediaries oriundos 
da ruptura da liga^ao C-N, que sao compostos eletrofilicos capazes de 
interagir co-valentemente com o DNA (eq. 8.13): 


eq. 8.13 


Re; 


rch/ 


N-N=0 


hidroxilagao 
-► 

enzimatica 


R 

\ 

N-N=0 

/ 

R-CH 

i 

OH 



a - hidroxinitrosamina 


rch=n 2 

diazoalcano 


rch 2 n=n-oh 


rch 2 n 2 + 

ion alquildiazonio 


Sulfito: Determinagao e Quantificagao 

Reagentes 

- Na 2 C0 3 , H 2 S0 4 e 1,0,02 N. 

- Amido 1,0%, NaOH 1 N, HC1 6 N. 

- Formaldeido 40,0%, tampao tartarato de sodio 0,5 M, pH=4,5. 
Procedimento 

O metodo de titula 9 ao direta envolve a oxida^ao do S0 3 " para S0 4 " 
pelo g (eq. 8.14), e o teor de S0 2 ou S0 3 " pode ser calculado a partir do 
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equivalente do I, usado na reagao de oxidagao. A amostra e titulada com 
I, 0,02N, utilizando-se amido como indicador. O (I,) e reduzido para (I), 
enquanto o S0 3 " e oxidado para S0 4 ". 


eq. 8.14 

+4 (2) cletrons perdidos +6 

I 1 

HS0 >' + '■ + s0 ‘" + f + > H ‘ 


0 (2) elctrons ganhos "2 


Sulfito (Acido Sulfuroso Livre) 

- Transferir 50 ml da amostra para erlenmeyer de 250 ml. 

- Adicionar 0,5 g de Na,C0 3 (CO 2 liberado remove o O 2 , evitando a 
oxidagao), agitar e adicionar 5 ml de H,S0 4 (1+3). 

- Titular imediatamente para evitar a possibilidade de se titular o 
SO, ligado com a solugao de iodo 0,02 N, na presenga do 
indicador (solugao de amido 1% - 1 ml); o ponto final da 
titulagao persiste durante 30 segundos. 

Sulfito (Total) 

- Transferir 25 ml da solugao 1 N de NaOH (libera o SO 2 ligado) 
para erlenmeyer de 250 ml. 

- Adicionar 50 ml da amostra, agitar e deixar em repouso durante 
15 minutos, com agitagao ocasional. 

- Adicionar 10 ml de acido sulfurico (1+3) e 1 ml da solugao de 
amido e titular com a solugao de iodo 0,02N. 


Sulfito (Produtos Solidos) 

- 30 g da amostra + 10 ml da solugao 0,5 M tampao de tartarato, pH 
= 4,5 + 490,0 ml H,0; bater em liquidificador durante 10 minutos 
e filtrar. 
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- Transferir 50 ml do filtrado para erlenmeyer de 125 ml (duas 
allquotas). 

- Adicionar 4 ml 1 N NaOH e, apos 30 segundos, acidificar com 
2 ml de HC1 6 N (converte o SO 3 ” —> HSO 3 ’) 

- Titular um frasco imediatamente com solu?ao de iodo 0,02 N na 
presen 9 a do indicador (amido 1 ml sol. 1 %). 

- Em outro frasco, adicionar 1 ml de formaldeldo (HCHO 40%), 
deixar em repouso durante 10 minutos e titular com iodo. 

Obs.: Os resultados da titula^ao das duplicatas devem ser muito proximos 
(diferenga de no maximo 0,3 ml). 

Exercicios 

1) Explicar a fungao dos seguintes componentes utilizados na 
determina^ao de sulfito ou sais de bissulfito em alimentos pelo metodo da 
titulatjao direta: 

* Solugao de tartarato. 

* 0,1 N NaOH, 6 N HC1 e I, 0,02 N. 

* 40,0% formaldeldo. 

2) Descrever o preparo de 1,0 L da solutjao-tampao de tartarato de 
sodio 0,5 M e pH 4,5. 

Dados: acido tartarico, PM = 150 (pK, = 2,93 e pK 2 = 4,23) e NaOH 
PM = 40. . ..... 

3) Explicar por que e necessario realizar o teste em branco quando 
se determina sulfito ou bissulfito em alimento pelo metodo da titula?ao 
direta. 

4) A seguinte analise foi realizada em produto congelado, 
utilizando a metodologia descrita para produtos solidos: 

Amostra = 30,1 g, contendo 75% de umidade. 

Solugao de iodo - 0,0194 N. 

Calcular a quantidade de sulfito em % e ppm, conforme os dados a 
seguir: 
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Amostra 

ml de I 2 

Branco 

ml de I 2 % de S0 2 ppm S0 2 

1 

0,50 

1 

0,30 ? ? 


0,40 


0,34 


0,40 


0,32 


5) Uma amostra de 40 g de maga congelada foi utilizada na 
determinagao de dioxido de enxofre. A amostra, conjuntamente com 10 
ml de tartarato e 490 ml de agua destilada, foi homogeneizada em 
liquidificador. Duas alfquotas de 20 ml foram tratadas com 0,1 N de 
NaOH e HC1. Uma alfquota foi imediatamente titulada com solugao de ^ 
0,05 N, gastando-se 10,56 ml para completar a titulagao. A segunda 
alfquota foi tratada com formaldefdo durante 10 minutos e, entao, titulada 
com I 2 0,05 N, gastando-se 1,56 ml. Calcular a concentragao (% e ppm) 
de bissulfito de potassio (KHS0 3 ) na maga congelada (75% umidade). 

6) Calcular a quantidade de sulfito em % e ppm, segundo os dados 
a seguir: 


Amostra 

ml I 2 (0,02N) 

% de S0 2 

ppm S0 2 

Suco de maga (50 ml) 

14,5 

? 

? 


14,0 



Vinho (50,0 ml) 

18,0 

? 

? 


17,5 




7) Calcular a quantidade necessaria de sulfito a ser adicionada a 1 t 
de suco de uva para se obter a concentragao final de 100 ppm, tendo a 
disposigao os seguintes sais: 


- Metabissulfito de potassio (K2S2O5) 

: PM = 222. 

- Bissulfito de potassio (KHSO3) 

: PM = 120. 

- Metabissulfito de sodio (Na2S20^) 

: PM = 190. 

- Sulfito de sodio (Na 2 S03) 

: PM = 126. 

- Bissulfito de sodio (NaHSC^) 

: PM = 104. 


Dos sais citados, qual o mais eficiente? 
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Introdugao 


Proteinas sao polimeros constituldos de alguns dos 21 diferentes 
aminoacidos interligados por ligaijoes peptidicas. Sao de alto peso 
molecular, com varia^oes em peso de aproximadamente 10.000 a milhoes 
de daltons (6 x 10 23 daltons = 1,0 g). Para efeito de compara 9 ao, uma 
molecula de H,0 consiste de tres atomos: dois de hidrogenio e um de 
oxigenio, e uma molecula de proteina consiste de milhares de atomos, 
principalmente hidrogenio, oxigenio, carbono e nitrogenio. 

As unidades basicas de uma proteina sao os aminoacidos. O grupo 
carboxflico (COOH) de um aminoacido e conectado, pela perda de uma 
molecula de agua, ao grupo amino (NH 2 ) do proximo, resultando na 
forma^ao da ligagao peptidica (Figura 9.1): 


Rf Hi O R" 

i! i; ii i 

r 1 w! r r 


+ R _ + - + R" _ 

BjN-C-COO + H3N-C-COO + H3N-C-COO -► 



COO + 3H 2° 


• II ; I I 

J O j R' H 


H 


H 


H 



H 

Liga^ao peptidica (—n-c—^ 


II 

O 


Figura 9.1 - Ligaijao peptidica entre aminoacidos. 

A porgao dos aminoacidos que se encontram incorporados a cadeia 
polipeptidica e denominada resfduo, os quais diferem entre si em funqao 
da natureza de sua cadeia lateral (R, R\ R”, figura acima). 
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A informagao de como sintetizar determinada protema esta 
armazenada no nucleo da celula em codigos de seqiiencia de bases 
organicas (adenina, timina, guanina e citosina) presentes na molecula do 
DNA ou RNA em organismos “simples”. Tres bases sucessivas do DNA 
codificam um dos vinte aminoacidos, e este DNA e mantido como 
arquivo de referenda; sempre que determinada protema esta para ser 
sintetizada, uma copia desta informagao e passada para o RNA, que se 
desloca do nucleo e se associa ao ribossoma; e a seqiiencia de bases 
tripletes originalmente do DNA e traduzida em uma seqiiencia de 
aminoacidos (Figura 9.2). 




Figura 9.2 - A informagao para a sintese da protema e transcrita do DN.- 
para o RNA e traduzida em seqiiencia de aminoacidos 
ribossoma. 


A questao importante aqui e ressaltar que a informagao orig 
armazenada no DNA e linear, conseqiientemente a protema e sintetiz 
como um polimero linear, e a subseqiiente conformagao e determina 
exclusivamente pelos tipos e pela distribuigao da cadeia lateral presen 
Portanto, as propriedades fisicas e a estrutura macromolecular 
proteinas ocorrem em fungao da composigao de seus aminoacidos. 
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Os residuos de aminoacidos localizados na superficie da protema 
sao os responsaveis pelo comportamento acido basico e pela 
solubilidade, variando com o pH e a temperatura, forqa ionica e 
constante dieletrica. Portanto, cada AA possui uma cadeia lateral 
caracterfstica (R), que influencia as propriedades fisico-quimicas e, como 
resultado, as propriedades da proteina a qual pertence (Tabela 9.1). 


Tabela 9.1- Propriedades dos residuos dos aminoacidos e solubilidade em 
agua 



Massa 

(Ddltons) 

Volume 

(A 3 )* 

Area acessfvel na 
superficie (A^) 

Ocorrencia (%) 
em protema** 

pK Cad. 
lat. 

Solub. 

(g-L 1 ) 

ALA 

71,08 

88,6 

115 

9,0 


167,2 

ARG 

156,20 

173,4 

225 

4,7 

12 

855,6 

ASN 

114,11 

117,7 

160 

4,4 


28,5 

ASP 

115,09 

111,1 

150 

5,5 

4,5 

5,0 

CIS 

103,14 

108,5 

135 

2,8 

9,1-9,5 

- 

GLU 

129,12 

138,4 

190 

6,2 

4,6 

8,5 

GLN 

128,14 

143,9 

180 

3,9 


7,2 

GLI 

57,6 

60,1 

75 

7,5 


250,0 

HIS 

137,15 

153,2 

195 

2,1 

6,2 


ILE 1 

113,17 

166,7 

175 

4,6 


34,5 

LEU 1 

113,17 

166,7 

170 

7,5 


21,7 

LIS 1 

128,18 

168,6 

200 

7,0 

10,4 

739,0 

MET 1 

131,21 

162,9 

185 

1,7 


56,2 

FEN 1 

147,18 

188,9 

210 

3,5 


27,6 

PRO 

97,12 

122,7 

145 

4,6 


1620,0 

SER 

87,08 

89,0 

115 

7,1 


422,0 

TRE 1 

101,11 

116,1 

140 

6,0 


13,2 

TRI 1 

186,21 

227,8 

255 

1,1 


13,6 

TIR 

163,18 

193,6 

230 

3,5 

9,7 

0,4 

VAL 1 

99,14 

140,0 

155 

6,9 


58,1 


♦ (A)= ANGSTRON (0,1 nm). 

** (%) Em 207proteinas de estruturaprimaria conhecida. 
1 = Aminoacidos essenciais. 


Em face da ocorrencia de grande variedade de cadeia lateral, 
quando os aminoacidos estao interligados (Figura 9.3), as proteinas 
apresentam propriedades quimicas e estruturas secundaria e terciaria 
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diferentes. A estrutura primaria esta relacionada com as liga^oes 
peptidicas entre os aminoacidos e com a seqiiencia destes na molecula. 


o =C 

H^c—(CH 2 ) 2 —COOH GLU 

H N 
O =C 

HC^CH 2 -COOH ASP 

H N 

° = < 

H ;C-(CH 2 ) 4 -NH 2 
H N 

°^ C 

HC-CH,-C - . 


.NH ' 

O =C ^ N H 

H -C —(C H 2 ) 3 —NH -C —N H 

°=C 

HC-CH 2 —fenol-OH TIR - 

^NH 

O “C \ 

H -C —C H j —O H SER 

H —N . 

O =C OH 

H —C CH— CH, TRE 

H-N 
°=Cv. 

H —C —C H 2 —SH 
HN / 

0=C C=0 

H—C—CHj—S—S—CH 2 —CH 

0=< NH « 

H —C —(C H 2 ) 2 —S —C H 3 

HN s 
°=C 
H C - H 
H —N 
0 =C ^ 

H «“C —C H 3 
H N ^ 

O = C y C H , 


acido 


basico 


hidroxilado 


CIS 


MET' 


G L I 


sulfuroso 


H C ; 


-C H 

>H \ H , 


0= c ^ 

H-C-CH-CH 2 —C H , 
H N \ H 

o =C CH 3 /CH 


n 3 

C H 

X C H , 


0=C^ 

H-C-CH 2 —fenol 
H N 
O =C 

HC ^CH 2 —fenol —C 
H 

O =C ^ 


ILE 


LEU- 


"J 

LI- 1 


hidrocardoneto 


aromatico 


Figura 9.3 - Aminoacidos interligados 


HC -CH; -1 

,h J^c h 2 pro cfciico por ligatjoes peptidicas e cadeia lateral 
C h 2 — caracteristica. 
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A composigao dos aminoacidos na proteina influencia as 
propriedades funcionais do alimento e seu comportamento durante o 
processamento. Por exemplo, as protefnas da came sao desnaturadas em 
temperatura de 57-75 °C, o que afeta sua capacidade de retengao da agua 
e sua textura. Caserna e gelatina, por outro lado, podem ser aquecidas em 
temperatura de 100 °C, sem aparente mudanga em sua estabilidade. O 
aspecto da estabilidade pelo calor esta relacionado com a composigao e a 
sequencia de aminoacido na proteina. 


ClassificaQao dos Aminoacidos 

Em fungao da polaridade da cadeia lateral, e possivel agrupar os 
aminoacidos em duas classes: 


Aminoacidos nao-polares ou de cadeias laterals 
hidrofobicas: Ala, lie, Leu, Met, Phe, Pro, Tri, Val 

A hidrofobicidade aumenta com o comprimento da cadeia lateral 
alifatica, com tendencia de se localizar na parte interna da proteina, 
minimizando o contato com a agua. Os aminoacidos glicina e alanina sao 
moleculas tao pequenas, que podem se acomodar tanto na parte externa 
como na interna de uma proteina. 

Por causa da intera^ao entre os varios tipos de cadeia lateral na 
proteina e do relativo grau de intera?ao diferenciada com a molecula de 
agua, a proteina raramente se encontra estendida (linear) e sim dobrada, 
formando uma estrutura tridimensional. 

Os aminoacidos polares interagem com a agua, maximizando o 
contato e consequentemente tendem a se localizar na superficie da 
molecula da proteina. Quando no interior, interagem entre si, formando 
pontes de hidrogenio, portanto, sao localizados muito proximos. 

Os aminoacidos nao-polares tendem a se localizar intemamente na 
proteina, minimizando o contato com a agua, e o grupo sulfidrila (SH) do 
aminoacido cistefna interage entre si, formando pontes de enxofre. 
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Todos aqueles aminoacidos que possuem cargas na cadeia lateral 
sao geralmente localizados na superffcie da protefna, podendo ser 
encontrados tambem no seu interior, se os seus grupos polares estiverem 
neutralizados pela formasao de pontes de hidrogenio. Tirosina e 
triptofano localizam-se tanto no interior quanto no exterior da protefna, 
mas, quando no interior da molecula, a hidroxila da tirosina e utilizada 
para formar pontes de hidrogenio. 

Os grupos polares com carga podem ser neutralizados, dependendo 
do pH do meio. Em condi^oes acidas, o aspartico e o glutamico possuem 
grupos carboxflicos nao-carregados, enquanto a histidina, lisina e 
arginina estarao protonadas, possuindo cargas positivas. Em cond^oes 
basicas, os grupos carboxflicos do aspartico e glutamico estarao ionizados 
e a arginina, lisina e histidina estarao sem cargas. 

Aminoacidos polares 

Sao os de cadeia lateral hidrofflica e localizados na superffcie da 
protefna, sem carga, apresentando grupos funcionais neutro e polar 
capazes de estabelecer pontes de hidrogenio com moleculas apropriadas 
como a agua. A polaridade da Ser, Tre e Tir esta relacionada aos grupos 
hidroxila; a polaridade da asparagina e glutamina, ao grupo amida (-CO¬ 
NE^); e a da Cis, ao seu grupo tiol (-SH) (Apendice 3). Em protefnas, a 
cistefna esta freqtientemente presente no estado oxidado, isto e, com? 
cistina (eq. 9.1). Isto ocorre quando o grupo tiol de duas moleculas del 
cistefna, localizada na parte interna da protefna, se oxida, formando 
pontes de enxofre. 


eq. 9. 



1 -> _ u 2 / 

OOC-pi-CHj-SH + HS-CBf-CH-COO 


^3 


CISTEINA 


CISTINA 


Aminoacidos polares basicos 

Sao os de cadeia lateral positivamente carregada (pH proximo 
neutralidade): Lis , Arg e His. O grupo e responsavel pela carga 
lisina, e o grupo guanidino, pela carga da arginina. 
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Aminoacidos polares acidos 

Sao os de cadeia lateral negativamente carregado (pH proximo de 
7 . 0 ): acidos glutamico e aspartico. 


Alteragoes da Protefna no Processamento de 
Aiimento 


Diversas reaches degradativas durante o processamento e 
armazenamento podem ocorrer, acarretando alteragoes indesejaveis na 
protelna. Como resultado, as protelnas podem apresentar perdas de 
jfeicionalidade e qualidade nutricional, bem como alterasoes desejaveis 
oo indesejaveis do flavor e aumento do risco de toxidez. 

As alteragoes importantes que afetam as protemas incluem 
jquecimento na presenga e ausencia de carboidratos, pH extremos 
tparticularmente alcalino) e exposi^ao a condi^oes oxidativas, incluindo 
I Bpidios oxidados e luz (Figura 9.4). 
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Rgura 9.4 - Altera 5 oes de cor .flavor, textura e valor nutritivo. 


Nutrientes sao destrufdos quando os alimentos sao processados, em 
da sensibilidade ao pH do solvente, oxigenio, luz e aquecimento ou 
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da combina^ao destes. A maioria dos procedimentos comerciais, como 
desidrata 9 ao e enlatamento, resulta em efeitos nao-significativos na 
qualidade da protefna. Existem, entretanto, excegoes, como concludes em 
que o alimento e exposto a pH elevado, aquecimento severo ou a lipfdios 
oxidados. 

As concludes de processamento a que a protefna e exposta podem 
resultar em diversas altera^oes na cadeia lateral dos aminoacidos. Em 
condi^oes alcalinas, por exemplo, ocorrem a racemiza^ao de aminoacidos 
e liga^oes cruzadas, resultando em diminu^ao da qualidade nutricional e 
mudan 9 as significativas de sua funcionalidade. Os aminoacidos arginina, 
treonina, cistina, serina e cistefna sao lentamente destrufdos, enquanto J 
glutamina e asparagina sao deaminadas em cond^oes alcalinas. 

Em meio acido, o triptofano e rapidamente destrufdo, ainda mais se 
aquecido em temperatura elevada. A luz ultravioleta destroi o triptofano. j 
a tirosina e a fenilalanina. Aminoacidos sulfuvosos sao destruidos na 
presen 9 a de produtos oriundos da oxida 9 ao de lipfdios. Todos os 
aminoacidos, especialmente a lisina. treonina e metionina, sao sensfveis 
ao aquecimento seco e a rea 9 oes de escurecimento. 

Desnaturagao 

A desnatura?ao de protefnas e defmida como altera^ao da 
conforma?ao em todas as partes de sua molecula, acarretando a perda de 
sua atividade biologica e funcionalidade. 

Desnatura?ao nao envolve alteragoes da estrutura primaria, mas de 
todas as outras (secundaria, terciaria e quatemaria). Diversos tratamentos 
sao utilizados no processamento de alimento e varios podem provocar a 1 
desnatura?ao da protefna. Estes incluem calor, alteragao da superficies I 
alteragao do pH e concentragdes salinas, desidratagdo (mesmo a 
temperatura baixa), diferentes aditivos etc. Geralmente, o efeito 
desnaturante final e provocado pela combinagao de varios fatores, os 
quais rompem a conforma^ao original da protefna. 

A desnatura?ao altera varias propriedades importantes da protefna, 
do ponto de vista da tecnologia de alimentos. A protefna desnaturada e 
geralmente menos soluvel ou ate mesmo insoluvel, aumenta a 1 
viscosidade do alimento e a reatividade de grupos laterals. 
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A protema desnaturada e mais sensfvel a hidrolise pelas enzimas 
poteolfticas, e, portanto, em muitos casos a sua digestibilidade e 
wilizagao aumentam. O branqueamento e a pasteurizagao utilizados 
durante diferentes tratamentos tecnologicos provocam a desnaturagao da 
protema, acarretando a inativagao enzimatica e a eliminagao dos efeitos 
•oxicos de varias protefnas (toxinas microbianas e inibidores enzimaticos 
aaturais etc.). 

A estabilidade da protema aumenta com a solvatagao. Sabe-se que 
23S protefnas globulares os aminoacidos hidrofobicos se localizam na 
parte interna dos globulos, enquanto os grupos polares (hidrofflicos) estao 
siuados na parte externa e expostos ao solvente (agua). Em face desta 
organizagao, camadas de agua sao ligadas a superffcie da protema (0,2 - 
0J5 g de agua/g de protema). No caso da gelatina (colageno desnaturado), 
a quantidade de agua ligada chega ate 99 vezes o seu peso. De modo 
reral, a hidratagao aumenta a estabilidade a desnaturagao e a subseqiiente 
precipitagao. 

A reagao de protefnas com os constituintes da fumaga provoca 
lambem sua desnaturagao, escurecimento do produto e diminuigao de 
alguns aminoacidos. Durante o processo convencional de defumagao de 
alimentos, as reagoes dos constituintes da fumaga com as protefnas se 
manifestam principalmente na camada superficial. A principal reagao e a 
formagao de pontes metilenicas durante a reagao com o formaldefdo 
(constituinte da fumaga) com grupos amina das protefnas (eq. 9.2). 


eq. 9.2 


R, - NH, + CH 2 = O + NH 2 - R 2 -> R, - N - CH 2 - N - R 7 

I I 

H H 


Alteragao da solubilidade 

A solubilidade das protefnas e determinada por tres fatores 
principals: grau de hidratagao , densidade e distribuigao de cargas ao 
longo da cadeia e presenga de substdncias nao-proteicas como fosfatos, 
carboidratos e lipidios, que podem apresentar efeito estabilizante. A 
insolubilidade completa das protefnas produz um precipitado, mas isto 
ocorre somente quando varias moleculas do polipeptfdio se aproximam 
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de tal forma, que produzem agregados de protema suficientemente 
grandes para serem visiveis e centrifugados com baixa forga (g). Isto 
pode ser conseguido, ajustando-se o pH no ponto isoeletrico (pi) da 
protema, pela adigao de sal ou pelo uso de certos solventes ou pela 
combinagao destes com a temperatura. Portanto, as propriedades 
solventes da agua podem ser manipuladas para alterar a solubilidade da 
protema. 

A distribuigao de aminoacidos hidrofobicos e hidrofilicos na 
superficie da protema determina a solubilidade em diferentes solventes. 
Embora grupos hidrofobicos tendam a estar concentrados no interior das 
moleculas da protema, um numero substancial esta localizado na 
superficie e em contato com o solvente (Figura9.5). 



Figura 9.5 - Distribuigao de cargas e grupos hidrofobicos na superficie dtf 
protema. 

O efeito do pH na dissociagao de grupos funcionais da proteina 
altera as cargas e, portanto, a magnitude das forgas atrativas e repulsive 
A dependencia do pH e ilustrada na Figura 9.6. O ponto mmimo da cuns 
representa o ponto-isoeletrico (predominant as forgas de atragao). Com J 
aumento da dissociagao dos grupos funcionais da protema em ambos :* 
lados do pi, ocorre a predominancia das cargas repulsivas adjacentes ei 
capacidade de retengao da agua aumenta. Neste caso, os valores maximJ 
correspondem aos de pH 2,2 e 11, com os grupos funcionaii 
completamente dissociados. 
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Hgura 9.6 - Influencia do pH na capacidade de retengao de agua (CRA) 
em carne. 


Na fabricagao de queijo, a precipitagao da casema e obtida pela 
adigao da renina ao leite (Figura 9.7). A renina hidrolisa a ligagao 
peptidica entre os aminoacidos Fen j0 - Met J06 da k-caseina, resultando em 
dois macropeptidios: acido e basico. A liberagao do macropeptfdio 
hidrofilico (acido) reduz as cargas da superficie e, conseqiientemente, 
aumenta as interagoes hidrofobicas responsaveis pela coagulagao. 


h 2 n 


RENINA 


HOOC 


Fen-Ser-Leu-His-Pro-Pro- - 

-►'I 100 

Met-Ala-Ile-Pro-Pro- 

110 


hidrof6bico 


HIDROFiLICO 


Figura 9.7 - A?ao da renina sobre a casema. 


Na industria de bebidas, a intera?ao de compostos fenolicos com 
proteinas (Figura 9.8) afeta a solubilidade, ocasionando sua precipitagao. 
Substancias fenolicas sao componentes naturais de vegetais e possuem 
tendencia de interagir com proteinas (pontes de hidrogenio). A formagao 
do complexo insoluvel (proteina-tanino) e a conseqiiente precipitagao 
durante o resfriamento em cerveja podem ser evitadas pela adigao de 
papaina, a qual hidrolisa parcialmente a proteina oriunda do grao e da 
levedura, prevenindo a interagao com o tanino durante o resfriamento. 
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Mudanga da Forga Ionica 

A forga ionica mede a concentragao de cargas cm solugao. A 
relagao entre a forga ionica e a molaridade da solugao do sal ionizado 
depende do numero de ions produzidos e de sua carga liquida, podendo 
ser resumida conforme a seguir: 

• FORgA IONICA = 1/2 S (C) (Z2) 

S = somatorio C = cone, de ions em solugao Z = Valencia do ion em 
solugao 


Sal 


Tipo 

Exemplo 

For^a ionica 

1:1 

KC1, NaBr 

1 M 

2:1 

CaCh, Na 2 HP 04 

3 M 

2:2 

MgS 04 

4 M 

3:1 

FeCl3 t Na 3 P 04 

6 M 

2;3 

Fe2(S04)3 

15 M 



Figura 9.8 - Interagao da protefna com tanino. 
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A natureza do sal e muito importante. Os sais considerados otimos 
sao aqueles capazes de promover a hidrata?ao da regiao polar e a 
desidrata 9 ao das regioes hidrofobicas da protema. Somente carga llquida 
do ion e utilizada no calculo da forca ionica. Assim, compostos nao- 
ionizados ou especie contendo urn numero igual de cargas (+) e (-) nao 
contribuem para a for^a ionica da solugao. 

Os sais mais efetivos sao aqueles anions de cargas multiplas, como 
sulfatos, fosfatos e citratos. O cation e menos importante, mas deve ser 
monovalente (NH 4 > K + > Na + em eficiencia de precipita^ao). Por 
exemplo, algumas protemas sao prontamente salted-out, isto e, tern sua 
solubilidade diminufda (precipita) com o aumento da concentra^ao de sal 
(Figura 9.9). Isto ocorre em virtude da competi^ao entre a protema e os 
ions salinos pela molecula de agua, o que, conseqiientemente, leva a 
remo 9 ao da agua de hidrata 9 ao da protema, ocasionando maior intera 9 ao 
protelna-protelna, que se toma mais forte que a intera 9 ao proteina-agua, 
e assim ocorre a agrega 9 ao das moleculas de protema, seguida da 
precipita 9 §o. 



Figura 9.9 - Solubilidade da protema em fun 9 ao da concentra 9 ao salina. 
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Em contraste, para a grande maioria das protefnas, baixa 
concentragao de sal aumenta a solubilidade (para determinados pH e 
temperatura). Tal fato e denominado salting-in , resultante do efeito do sal 
sobre as interagoes eletrostaticas, estabilizando os grupos com cargas iu 
superffcie das protefnas. Com o aumento da concentragao salina. , 

eventualmente todos os grupos carregados estarao protegidos e a protefru 
toma-se efetivamente uma molecula neutra-dipolo (neutralizagao de j 
cargas). 

O efeito da adigao de sais afeta a hidratagao de protefnas e sia| 
capacidade de retengao. No processamento de cames, a adigao de fosfato j 
promove a interagao com fons de calcio, interferindo nas ligagoes j 
cruzadas entre os filamentos. Esse efeito resulta no aumento d» 

capacidade de retengao de agua. O cloreto de sodio afeta a retengao al 

came pela interagao dos fons de Na + com os grupos funcionais da 

protefna em substituigao ao Ca ++ (ligagoes cruzadas sao eliminadas) el 
pela interagao com as cargas na cadeia peptfdica. 

Os polifosfatos sao muito utilizados no processamento de cames.] 
aves e peixes, para o controle da perda de fluidos (capacidade de retencasj 
de agua), obtendo-se um produto de textura mais suculenta. As mist liras] 
de polifosfatos sao as mais utilizadas (tripolifosfato de sodio com a 
hexametafosfato de sodio). Os fosfatos adicionados sao hidrolisados paaj 
pirofosfatos, que sao os agentes ativos. 

O efeito dos polifosfatos na hidratagao da came deve-se a trail 
fatores: aumento do pH, aumento da forga ionica e complexagao com 
fons metalicos. Quanto maior a diferenga do pH do ponto isoeletrico dJ 
came (pH ~ 5,4), maior sera a repulsao eletrostatica devido ao aumenJ 
das cargas negativas lfquidas da protefna. O aumento da capacidade » 
retengao de agua esta tambem relacionado com a propriedadcl 
seqiiestrante dos anions fosfatos. Os polifosfatos complexam com calda 
e magnesio ligados a protefna do musculo, liberando as moleculas 
protefna das ligagSes cruzadas ocasionadas por esses cations. A cadeia fl 
polipeptfdio entao separada anula o efeito repulsivo, e mais moleculas « 
agua podem entao ser imobilizadas pela protefna. Esse efeito e maior eaJ 
pH acima do PI ou pela adigao de sal, que ocasiona o aumento ay 
repulsao eletrostatica e adicional afrouxamento das moleculas ■ 
protefnas. 
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Mudangas no pH 

As protefnas sao, em sua maioria, sensfveis ao pH da solugao em 
que se encontram dissolvidas, em razao das caracterfsticas acida e, ou, 
hasica da cadeia lateral dos aminoacidos (Figura 9.3). Alterando-se o pH 
da solugao, o grau de ionizagao dos grupos laterals e tambem alterado. 
Para que a protefna permanega em solugao, e necessaria a presenga de 
carga. As protemas sao polfmeros de alto PM, constitufdos de alfa- 
aminoacidos contendo varios grupos amina e carboxflico, os quais, 
dependendo do meio em que se encontram, se comportam como acido ou 
base. Para explicar como estas reagoes (acido-base) afetam a solubilidade 
das protemas, algumas simplificagoes serao consideradas: 

• a protefna com somente um grupo acido e um basico: grupo 
carboxflico (ac. aspartico) e amina (lisina). 

• o grupo amina na sua forma protonada (-NH,*), comportando-se, como 
acido; ambas as cadeias laterals podem ser tratadas como acido. O 
grupo carboxflico e um acido e ioniza-se em solugao, como indicado 
pela seguinte equagao: 

R-COOH + HjO R-COO- + H 3 0 + pKa = 3,0 

* 

O pK indicado corresponde aos valores de pK dos acidos glutamico 
e aspartico. O grupo amina e uma base, a qual reage com os ions de 
hidrogenio em solugao, formando o fon amonio. Este fon se comporta 
como um acido, como indicado pela seguinte equagao: 

R-NH 3 + + H 2 0 <-> R-NH 2 + H 3 0 + pKa = 9,0 

O pK indicado corresponde as formas protonadas dos tres 
aminoacidos basicos: lisina, arginina e histidina. Estes valores de pKa 
para o acido carboxflico e da amina protonada indicam que o acido 
carboxflico e um acido forte. 

• a protefna se encontre em solugao em pH = 11. Como o pH e muito 
maior que o pKa de ambos (do ac. carboxflico e da amina protonada), 
o equilfbrio de ambas as reagoes acima sera deslocado para a direita. 
Portanto, a amina se encontra na forma neutra (R-NH 2 ) e o acido 
carboxflico na sua forma ionica (R-COO - ). A protefna pode ser 
representada nesta condigao como HJJ - proteina - COCr. A carga 
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liquida e -1, as moleculas se repelem entre si e a proteina permanece 
em solu?ao. 

• o pH da solugao e abaixado para 6,0 pela adi?ao de acido. Nesta 
situagao, o pH se encontra abaixo do pKa da amina protonada, mas 
acima do pKa do acido carboxflico. A posi^ao de equilibrio para a 
ioniza?ao do acido carboxflico sera para a direita e, para a amina, para 
a esquerda. O acido carboxflico esta na sua forma ionica (-COO), a 
amina se encontra tambem na forma ionizada (-NH 3 + ) e a proteina pode 

ser assim representada: + H 3 N - proteina - COOT. 

A carga liquida e zero (ponto isoeletrico), e as moleculas nao se 
repelem; atraem-se, formando agregados e precipitando. 

• mais acido e adicionado a solu?ao e o pH final seja 2,0. Nesta 
condkjao, o pH da solu 9 ao e menor que o de ambos os pKa e a posiijao 
de equilibrio de ambas as rea 9 oes de ioniza 9 ao sera para a esquerda. A 
molecula de proteina pode ser assim representada: 

+ H 3 N - PROTEINA - COOH 

A carga liquida e positiva, as moleculas se repelem e o precipitado 
de proteina formado no ponto isoeletrico se redissolve. As protefnas que 
possuem o ponto isoeletrico em pH abaixo de 7,0 sao consideradas 
acidas, e todas aquelas acima de 7,0 sao consideradas basicas. 

As protefnas estao, em sua maioria, presentes no fluido celular na 
forma soluvel. A solubilidade e o resultado da intera 9 ao polar com o 
solvente aquoso e das intera 9 oes ionicas com os sais presentes e, de certa 
forma, com as for 9 as eletrostaticas repulsivas entre cargas iguais das 
moleculas. Em for 9 a ionica variando de zero a cond^ao fisiologica, 
algumas protefnas se precipitam, em razao de as for 9 as repulsivas serem 
insuficientes. Por exemplo, alta superffcie de hidrofobicidade significa 
pequena intera 9 §o com solvente e poucos grupos carregados para 
interagirem com sais. 

A mudan 9 a do pH, portanto, altera a distribui 9 ao de sftios polares 
cationicos, anionicos e nao-ionicos na molecula da proteina, os quais 
afetam as intera 9 oes agua-proteina e proteina-proteina. No ponto 
isoeletrico, a molecula de proteina possui carga liquida igual a zesa j 
(Figura 9.10), apresentando maxima intera 9 ao eletrostatica entre 
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carregados e intera?ao minima com a agua e, assim, ocorrendo agregaijao 
e precipita 9 ao. 

No PI, os grupos carregados nao estao disponfveis para interagir 
com as moleculas de agua. Portanto, a quantidade de agua ligada e 
minima. A molecula de proteina exibe, nesta situa^ao, pequena 
hidrata^ao, pouco inchamento e baixa solubilidade. Para valores de pH 
elevados ou menores que o PI, a proteina apresenta cargas eletricas 
positivas e negativas, respectivamente, e as moleculas de agua podem 
mteragir com estas cargas, contribuindo para a sua solubiliza?ao. 




Figura 9.10 - Solubilidade da proteina em fun?ao do pH. 


Em pH extremos, ocorre a desnaturaijao, pelo fato de que as areas 
sensfveis da proteina adquirem mais cargas iguais, provocando repulsao 
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interna, ou talvez pela perda de cargas, as quais sao previamente 
envolvidas nas formas de atragao da proteina (Figura 9.11). 



Figura 9.11 - Desnaturagao da proteina em pH extremo. 


Se a solubilidade e plotada em fungao do pH, a forma de U (Figura 
9.10) e obtida e a solubilidade minima ocorre no PI. Tal procedimento e 
utilizado para dissolver grande numero de proteinas presentes 
sementes. A solubilidade e, portanto, o rendimento de extragao 
maiores em pH alcalino que em pH acido. De fato, grande numero 
residuos de aminoacidos estao carregados negativamente em pH > 
(Asp, Glu) e em quantidades maiores que as dos grupos carregados 
positivamente no pH < PI. 

A solubilidade da proteina e sua extragao em pH alcalino poder 
ser aumentadas pela elevagao da carga liquida negativa da protein 
(Figura 9.10). A solubilidade e, portanto, influenciada pelas carga 
eletricas da molecula. 

Tratamento alcalino 

O tratamento alcalino e pratica comum na industria de alimento* 
sendo utilizado para diversos propositos. A exposigao da proteina ; 
condigoes alcalinas pode ocorrer durante o armazenamento e < 
processamento do alimento: remogao da casca de frutas e vegetaii 
solubilizagao e texturizagao de proteinas, produgao de caseinato, gelati* 
e involucre para salsicha, remogao da came residual do osso e destruigi 
de enzimas e toxinas. 


3 8* S' B 
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Somente L-aminoacidos estao inicialmente presentes na maioria das 
protemas. Os alimentos sao geralmente aquecidos (esterilizagao, 
pasteurizagao etc.) e, em algumas situagoes, submetidos ao tratamento 
alcalino. Durante esses tratamentos, a racemizagao (D-aminoacido) e outras 
reagoes, como ligagoes cruzadas entre residuos de aminoacidos, ocorrem. 

A exposigao de protemas a determinadas condigoes de 
processamento induz a formagao de duas principals alteragoes quimicas: 
a racemizagao de todos L-aminoacidos para D-isomeros e a formagao de 
ligagoes cruzadas como a lisinoalanina. A racemizagao que ocorre em 
alimentos e outras protemas e dependente do pH, da temperatura e do 
tempo de exposigao. A dieta humana contem D-aminoacidos proveniente 
do processamento do alimento e, ou, naturalmente formado 
(microorganismos, vegetais). 

Sao encontrados em alimentos e estao sujeitos a racemizagao para D- 
isomeros sob a influencia das condigoes de processamento, especialmente 
calor e pH alcalino. Embora as protemas contendo D-aminoacido possam ser 
hidrolisadas, a velocidade e mais lenta. Como resultado do processamento de 
alimentos que utilizam tratamento alcalino e temperatura, D-aminoacidos sao 
continuamente formados e consumidos (Tabela 9.2). 

O tratamento alcalino mesmo em temperatura moderada provoca 
significante racemizagao (D-aminoacido) em todos os aminoacidos. A 
serina e o acido aspartico sao mais propensos a racemizagao em 
condigoes alcalinas que os demais. Em pH abaixo de 10, insignificante 
racemizagao ocorre, exceto para serina e acido aspartico. 


Tabela 9.2 - Alimentos contendo D-aminoacido 

1 - Cerveja, vinho (branco/tinto), vinagre 

2 - Culturas bacterianas, extrato de leveduras 

3 - Paes e derivados 

4 - Derivados da soja (farinha, proteina e fermentados) 

5 - Cacau, cafe 

6 - Leite e derivados (fermentado, caseinatos, queijos) 

7 - Carne e derivados (bacon, salsicha) 

8 - Ovo 

9 - Frutas e vegetais 
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A prepara^ao de isolados proteicos de fontes biologicas envolve 
diversas operates unitarias, como precipita^ao isoeletrica, precipita^ao 
salina, coagulagao termica e ultrafiltra$ao. Certas proteinas presentes no 
extrato bruto sao perdidas durante essas operates. Por exemplo, durante 
a precipita^ao isoeletrica algumas proteinas tipo albuminas sulfurosas, as 
quais sao soluveis no pH isoeletrico, podem ser perdidas no 
sobrenadante. Tais perdas podem alterar a composi^ao de aminoacidos e 
o valor nutricional da proteina isolada, comparada ao extrato bruto. 

Racemizagao 

O processamento termico da proteina cm pH alcalino converte 
parcialmente L-aminoacido em D-aminoacido. A hidrolise acida da 
proteina tambem promove certa racemiza^ao, assim como aquecimento 
da proteina ou do alimento em temperatura acima de 200°C. 0 
mecanismo em pH alcalino envolve a remo^ao do proton do atomo de 
carbono na posiijao a pelo ion hidroxil’a (eq. 9.3) e subseqiiente adi^ao do 
proton da solu 5 ao. A velocidade de racemizacjao e depcndente da 
concentra?ao do ion hidroxila. 

A racemiza 5 ao do aminoacido reduz a digestibilidade da proteina. 
em razao de a liga^ao peptidica, que envolve o D-aminoacido, ser menos 
eficientemente hidrolisada pelas proteases, menos absorvida pela mucosa 
intestinal e nao ser utilizada na sintese de uma nova proteina. Em aves, a 
D-prolina e neurotoxica. 



OH 


R 



H 4 

— NH— C— C— -— 


— NH— C —c — 


R 

L-aminoacido 


R 

carbanion 


D-aminoacidc 
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Ligagoes cruzadas 

Diversas protefnas possuem tanto ligagoes intra como 
intermoleculares, como as pontes de enxofre em protefnas globulares. A 
fungao dessas ligagoes na protefna nativa e minimizar a proteolise. O 
processamento do alimento, especialmente em pH alcalino, leva a 
formagao de novas ligagoes cruzadas. Tais ligagoes covalentes artificiais 
entre as cadeias de polipeptfdios reduzem a digestibilidade e 
disponibilidade biologica dos aminoacidos essenciais envolvidos ou 
proximos a ligagao. 

O aquecimento da protefna em pH alcalino ou aquecimento em 
temperatura elevada (>200°C), em pH neutro, resulta na remogao do 
proton do atomo de carbono na posigao a, levando a formagao do 
carbanio (eq. 9.4). Os carbanios derivados da Cys, cistina e fosfoserina, 
apos a reagao de P-eliminagao, resultam na formagao da deidroalanina 
(DHA). Uma vez formada, a DHA reage com grupos nucleofflicos, como 
o e-amino grupo da lisina, grupo tiol da Cys, 8-amino grupo da omitina 
(formado pela decomposigao da histidina), resultando na formagao de 
lisinoalanina, lantionina, omitinoalanina e histidilalanina em protefnas. A 
lisinoalanina (LAL) e a principal ligagao cruzada encontrada em protefna 
tratada com base. 

A formagao de ligagoes cruzadas entre protefna-protefna tratada 
com base diminui sua digestibilidade e seu valor biologico. A diminuigao 
da digestibilidade esta relacionada a inabilidade da tripsina de hidrolisar a 
ligagao peptfdica cruzada da lisinoalanina e ao impedimento histerico 
provocado pela ligagao cruzada de outras ligagoes peptfdicas localizadas 
na proximidade. A LAL livre e absorvida pelo intestino, mas nao e 
utilizada pelo organismo, sendo excretada em grande parte pela urina. 

A extensao de formagao da LAL e dependente da temperatura e do 
pH. Em pH elevado, ha maior formagao; em temperatura elevada, como a 
usada no leite, ocorre significante formagao de LAL mesmo em pH 
neutro (Tabela 9.3). Nas condigoes utilizadas em processamento de 
alimento, a formagao de LAL e pequena. Entretanto, a redugao da 
digestibilidade e da disponibilidade da lisina e a racemizagao de 
aminoacidos sao indesejaveis. 

Do ponto de vista nutricional, o tratamento alcalino tambem 
promove a destruigao progressiva de varios aminoacidos (Cis, Arg, Tre e 
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Ser) e a forma?ao indesejavel de novos aminoacidos, como lisinoalanina, 
lantionina e ornitinoalanina etc. A lisinoalanina (Tabela 9.3) e formada 
pela desidrata$ao da cistina ou senna para deidroalanina e pela 
subseqiiente rea<jao entre o grupo epsilon-NH 2 da lisina e a ligagao 
insaturada da deidroalanina (eq. 9.4). 


eq. 9.4 


OOC-CH-CH,-SH + HS-CH,-CH-COO 

I + 1 I + 

NH, NH 3 


r° s 

I-► H 2 0 2 


h-c-ch 2 -s-s-ch 2 -c-@ 


PRODUTOS DE 
DECOMPOSigAO 


OH 


1 1 r\ 

h-c-ch 2 -s-s-ch 2 -c(J 

1 


I 

h-c-ch 2 -s-s 
I 2 


c=o 

ch-ch 2 -s-ch 2 -ch 
I 2 ^ I 

NH NH 




CH- CH 2 - NH- (CH 2 >3 - CH 
NH NH 


-O C-CH 2 -NH - (CH^-CK 
NH 


LANTIONINA 


ORNITINOALANINA 


LISINOALANINA 
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Tabela 9.3 - Lisinoalanina (LAL) em alguns produtos 

Produto 

Tratamento 

LAL(mg/kg de Protema) 

Salsicha (Frankfurt) 

Crua 


0 


Cozida 


50 


Assada 


170 

Clara de ovo em p6 



160-1.820 

Clara de ovo lfquida 



15 

Clara de ovo 

Fervura/3 min 


140 


" /10 min 


270 


" /30 min 


370 


Assada/10 min/150°C 


350 


” /30min/150°C 


1100 

Leite condensado agucarado 



360-540 

Leite condensado 



590-860 

Caseinato de sodio 



430-6.900 

Caseinato de potassio 



25 

Caseinato de calcio 



370-1.000 

Isolado de soja 



0-370 

Protema vegetal hidrolisada 



40-500 

Chocolate em p6 



130-190 

Alimento infantil 



50-150 

Leite, UHT(145°C/3 seg.) 



160-370 

Leite, HTST (73°C/15 seg.) 



260-1.030 


Fatores que influenciam a forma?ao de LAL incluem: tipo de 
proteina, concentragao e tipo do sal alcalino utilizado, temperatura e 
tempo de exposigao. De modo geral, a qualidade nutricional da protema 
tratada com base diminui gra$as a destrui^ao de aminoacidos essenciais e 
a forma?ao de aminoacido na forma D (racemizagao) e de ligasSes 
isopeptidicas (cruzadas) entre os residuos de aminoacidos, impedindo o 
acesso de proteases e a conseqiiente diminui^ao da digestibilidade. 
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O efeito toxico da LAL ocorre em razao de sua caracterfstica de 
complexagao, removendo ou competindo com os metais das 
metaloenzimas, o que provoca a inibigao enzimatica. O tratamento 
alcalino moderado preconizado para a industria de alimentos, com a 
utilizagao do bicarbonate de sodio em substituigao ao hidroxido de sodio 
ou carbonate, parece nao produzir rn'veis relevantes de lisinoalanina. A 
present de nfveis elevados de LAL e indicativo de tratamento alcalino 
severo, procedimento que nao deve ser recomendado. 


Adigao de Solventes Organicos Miscfveis 

Protefnas em solugao aquosa podem ser precipitadas pela adigao de 
solventes organicos miscfveis em agua, como etanol ou acetona. O efeito 
principal esta na redugao da atividade da agua, o que pode ser traduzido 
em termos de redugao da constante dieletrica do meio (Tabela 9.4) ou 
simplesmente pelo deslocamento da agua, associada a sua parcial 
imobilizagao, mediante a hidratagao com solvente organico. O etanol, por 
exemplo, tern uma constante dieletrica pequena se comparada com a da 
agua, e sua adigao na solugao contendo protefna aumenta a forga de 
atragao entre as cargas opostas, diminuindo o grau de ionizagao dos 
grupos (R). Como resultado, as protefnas tendem a se agregar e 
precipitar. 


Tabela 9.4 - Constante dieletrica (D) de alguns solventes 


Lfquido 

D* 

Agua 

80 

Metanol 

33 

Etanol 

24 

Acetona 

21,4 

Benzeno 

2,3 

Hexano 

1,9 


* (D) - Tendencia de se opor a atragao eletrostatica entre ions positivos e negativos. 
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Alcoois e acetona, quando adicionados a solu^ao proteica, 
competem com a proteina pela agua, diminuindo a constante dieletrica da 
solu^ao e as formas repulsivas de cargas iguais e provocando agrega^ao 
das moleculas e sua precipitagao. 

A precipitagao ocorre em baixa concentra^ao do solvente organico 
e proximo do ponto isoeletrico da proteina. Portanto, ocasiona diminui^ao 
das interaijoes eletrostaticas que contribuem para a estabilidade da 
proteina, aumentando a for$a de atragao entre cargas opostas na molecula 
da proteina e provocando sua agregagao e precipita^ao. 

Geralmente, quanto maior a molecula, menor e a porcentagem de 
solvente organico requerida para precipitar a proteina. Moleculas maiores 
agregam-se mais rapidamente, em razao da maior chance de possuirem 
superficies carregadas, que se associam as de outras moleculas de 
protefnas (Figura 9.12). 



Figura 9.12 - Agregagao de protefnas pela interagao com solventes 
organicos. 
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Os solventes organicos sao capazes de penetrar na regiao 
hidrofobica da protefna, rompendo e expondo estas interagoes e, assim, 
provocando sua desnaturagao. A agao desnaturante pode ser tambem 
resultante da interagao do solvente com a agua. 


Tratamento Termico 

O processamento comercial de alimentos envolve tratamentos 
ffsico, qufmico e biologico; dentre estes, o aquecimento e o mais comum. 
com diversos objetivos: inativagao de microrganismo e de enzimas 
endogenas que promovem alteragoes oxidativa e hidrolftica durante o 
armazenamento e na melhoria da palatabilidade. Infelizmente, os efeitos 
beneficos obtidos pelo aquecimento podem afetar o valor nutritivo e as 
propriedades funcionais da protefna. 

As protefnas sao, em sua maioria, desnaturadas quando expostas a 
moderado aquecimento (60 - 90 °C, lh ou menos). A desnaturagao 
excessiva da protefna freqiientemente resulta na sua insolubilizagaa 
afetando as propriedades funcionais dependentes da solubilidade. Do 
ponto de vista nutricional, a desnaturagao parcial melhora a 
digestibilidade e a disponibilidade biologica de aminoacidos essenciais. 

Alem de melhorar a digestibilidade, o tratamento termico moderado 
inativa diversas enzimas, como proteases, lipases, lipoxigenases, amilases 
e polifenoloxidases. A nao-inativacjao dessas enzimas resulta no 
aparecimento de sabor e odor indesejaveis, rancidez e alteragoes n_ 
textura e na descolora?ao do alimento durante a estocagem. 

O tratamento termico moderado das protefnas de origem vegetal 
benefico, em razao da presen$a de fatores antinutricionais de origem 
proteica. Legumes e oleaginosas possuem diversos inibidores de tripsir 
e quimotripsina (Capftulo 6); estes afetam a eficiente digestao d; 
protefnas, reduzindo a sua disponibilidade biologica. 

Diferentes protefnas sao desnaturadas em diferentes temperatura 
O calor fomece energia para romper as intera^oes nao-covalentes (pont; 
de hidrogenio e ligagoes ionicas) que estabilizam a estrutura nativa : 
protefna (Apendices 3 e 4), expondo e permitindo a interagao de grup< 
hidrofobicos em seu interior (Figura 9.12). 



Proteina 


371 


A coagulagao de protemas pelo calor e dependente de diversos 
fatores: pH, forgo ionica, teor de umidade e tipo de ion em solugdo. 
Algumas protemas sao estaveis a 100 °C (Tabela 9.5) e muito sensiveis a 
mudangas de pH. Valores de pH proximos ao PI e associados ao calor 
provocam a precipitagao da proteina. 

Dependendo de certos fatores como tempo, temperatura, teor de 
umidade e presenga ou ausencia de substancias redutoras, o calor pode 
ter efeitos beneficos (inativagao de inibidores de proteina e outras 
enzimas, melhoria da digestibilidade da proteina, disponibilidade de 
aminoacidos e melhoria do flavor ) ou maleficos (alteragao de algumas 
ligagoes entre aminoacidos e formagao de novas ligagoes entre 
aminoacidos e produtos indesejaveis). 


Tabela 9.5 - Temperatura de coagulagao de algumas protemas 


Proteina 

Temperatura (°C) 

Albumina do ovo 

56 

Albumina do soro (bovina) 

67 

Albumina do leite (bovina) 

72 

Legumelina (ervilha) 

60 

Betalactoglobulina (bovina) 

70-75 

Miosina (coelho) 

47-56 

Caseina (bovina) 

160-200 


As alteragoes que ocorrem com as protemas relacionadas com o 
tratamento termico, durante o processamento de alimento, podem ser 
assim resumidas: 

• O tratamento termico moderado (em torno de 100 °C) provoca a 
destrui^ao de aminoacidos sensiveis como cistina/cistefna e lisina 
(rea^ao de Mailllard). Apos o aquecimento moderado, as protemas sao 
mais facilmente digeridas, gragas a alteragao de sua conformagao 
nativa, permitindo que as proteases atuem mais facilmente. Se as 
protemas possuem atividade enzimatica (lipases, lipoxigenases, 
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proteases e polifenois oxidases, dentre outras), e provavel que a 
altera?ao em sua estrutura terciaria reduza ou, ate mesmo, promova sua 
inativa<jao, o que poderia provocar a forma^ao de cores e sabores 
indesejaveis, bem como mudan?as na textura dos alimentos. 

A temperatura e a dura?ao do tratamento termico sao importantes 
para a proteina durante a secagem do alimento. O efeito negativo sobre a 
proteina ocorre durante o processo tradicional de secagem com a 
utiliza?ao direta de ar quente. A perda da agua imobilizada, 
especialmente da camada monomolecular, provoca a desnatura?ao. Por 
exemplo, a desnatura^ao parcial da proteina do trigo pode ocorrer durante 
o aquecimento incorreto do grao. O grau de danos causados pela 
desnatura<jao aumenta com o teor de umidade, a temperatura e o tempo de 
aquecimento. O gluten desnaturado perde sua elasticidade e, portanto, 
nao serve, por exemplo, para ser utilizado na fabrica^ao de pao. 

Geralmente, a solubilidade da proteina diminui com o aumento da 
temperatura e tempo de aquecimento, embora variagoes consideraveis 
existam entre proteinas. 

• A solubilidade da proteina e a Colorado do alimento podem ser 
alteradas, durante o aquecimento, pela intera^ao entre o grupo £-NH 2 da 
lisina e a^ucares redutores (rea^ao de Maillard) (Capftulo 11). 

• No tratamento termico mais severo (>100 °C), liga?5es isopeptfdicas 
ou cruzadas (eq. 9.5) podem ser formadas. Estas liga 5 oes ocorrem entre 
o grupo e-NH 2 da lisina e o grupo amida do glutamico ou aspaitico, 
quando presentes no mesmo peptfdio ou na vizinhan^a, afetando a 
funcionabilidade e impedindo a digestao da proteina, o que diminui seu 
valor nutricional. 

• Em temperatura acima de 180 °C (180-300 °C), como ocorre em certos 
processamentos (torrefagao de cafe, processamento de peixe e came e 
fabrica?ao de certos tipos de biscoito), ocorre a destruigao de 
aminoacidos ou racemiza^ao (forma^ao de aminoacidos na forma D). A 
presen?a de D-isomeros (eq. 9.6) reduz a digestibilidade da proteina, 
alem de estes nao serem utilizados na sintese de nova proteina. 

As enzimas sao estereoespecificas e, na presen^a do substrato 
contendo D-aminoacido, ocasionam a forma?ao de um intermediary nao- 
reativo. 



Proteina 


373 


eq. 9.5 


hooc-ch-(ch 2 ) 2 -cooh + hooc-ch-(ch 2 ) 4 -nh 2 
nh 7 nh 7 


o 

HOOC- CH- (CH 2 ) 2 -C-NH- (CH 2 ) 4 - CH-COOH 


NH, 


NH 7 


GLUTAMIL-L1SINA 


R 


COOH 


eq. 9.6 

R 

l 

COOH 


l-aminoAcido 


d-aminoAcido 


Propriedades Funcionais de Proteinas 

A funcionalidade das proteinas e definida pelas propriedades fisica 
e quimica que afetam o seu comportamento no alimento durante o 
processamento, o armazenamento e a prepara^ao. A utiliza^ao funcional 
de varias proteinas esta listada na Tabela 9.6. 


Tabela 9.6 - 

Propriedades funcionais de 
aplica$oes 

proteinas em alimentos e 

Propriedade 

Aplica 9 ao 

Proteina 

Emulsifica^ao 

Salsicha, sopas, cafe, molhos 

Carne, leite, ovo 

Hidrata^ao 

Salsicha, massa (pao, bolo) 

Carne, ovo 

Viscosidade 

Sopas, molhos, sobremesa 

Gelatina 

Gel 

Salsicha, bolo, queijo 

Carne, ovo, leite 

Espuma 

Coberturas, bolos, sorvete 

Ovo, leite 

Coesao 

Came, salsicha, pasta 

Carne, ovo, soro 

Solubilidade 

Bebidas 

Soro 
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As propriedades fisica e quimica que ditam a funcionalidade da 
proteina sao: a sua forma; composigao e seqiiencia de aminoacidos; carga 
Ifquida e sua distribuigao; relagao hidrofobicidade/hidrofilicidade; estruturas 
primaria, secundaria, terciaria e quatemaria; flexibilidade/rigidez; e 
habilidade de reagir com outros componentes. Como as protefnas possuem 
uma variagao enorme em suas propriedades quimica e fisica, toma-se muito 
diffcil predizer a utilizagao de cada uma com respeito a uma determinada 
propriedade funcional. 


Reagoes da Proteina e Aminoacidos com as 
Especies Reativas oriundas do Oxigenio (ER0 2 ) 

As protefnas e aminoacidos sao oxidados principalmente pelo 
radical hidroxil e pelo oxigenio singlete (cap. 1). Com os demais, anion 
superoxido e radical peroxil, a reagao de oxidagao e lenta. 

1 - Oxigenio singlete: essa reagao de oxidagao do oxigenio singlete 
com as protefnas contendo insaturagao forma o dioxietano (eq. 9.7), o que 
e instavel em temperatura ambiente, sendo facilmente decomposto pelo 
rompimento da ligagao C - C para compostos carbonflicos. 


I I 

■ HC = CH -N— 


+ lC>2 


I I 

-HC-CH-N- 
I I 
0-0 


dioxietano 


eq. 9.' 


-HC + 
II 
o 


I I 

HC-N- 

II 
O 


2 - Radical hidroxil: a oxidagao da proteina com radical hidroxil 
forma produtos contendo ligagoes cruzadas e compostos carbonflicos (eq. 
9.8). Com seu elevado potencial de redugao (2310 mV), remove 
hidrogenio da proteina (lOOOmV) formando radicais, que, interagem 
entre si formando produtos contendo ligagoes cruzadas. O radical oriundo 
da proteina pode tambem reagir com o oxigenio triplete formando o 
radical peroxil e, posteriormente, peroxido pela remogao de outro 
hidrogenio de outras moleculas. Os peroxidos oriundos da proteina 
podem ser facilmente decompostos para radical alcoxil pelo aquecimento 
ou na presen^a de ions metalicos de transicao. 
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Pi 


R, O R 2 0 

I II I II 

-ch-c-nh-c-c-p 2 

I 

, , H 

proteina 


+ HO- 

▼ 

Ri O R, 0 R, O R 2 O 

I II I II I II I II 

p, -ch-c-nh-c-c-p 2 + p, -ch-c-nh-c-c-p 2 

proteina radical 


+ 0 2 

▼ 

R, O R, 0 

I II I II 

P, -CH-C-NH-C-C-P 2 

I 

o-o* 

+ H’ 


R, O R 2 O 

I II I II 

Pj -ch-c-nh-c-c-p 2 


perdxido 


O- OH 


eq. 9.8 


R, o r 2 o 
I II I II 
P, - CH - C - NH - C - C - P 2 

I 

P, - CH - C - NH - C - C - P. 

I II I H 
r 3 o R 4 o 

liga^ao cruzada 


^’OH 

U 


Rl O R2 

I II I 

Pi -CH-C-NH-C = O + 0=C-P2 


R. O R. O 

I II I II 

Pj - CH - C - NH - C - C - P 2 


radical alcoxil 


O* 


+ H 

V 

R. O R 2 O 

I II I II 

P, -ch-c-nh-c-c-p 2 

OH 


produtos da degradacao 



R t O R 2 O 

I II I II 

CH-C-NH 2 + C-C-P, 
II 


o 
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Os radicals oriundos da protema e do aminoacido podem remover 
hidrogenio de outros aminoacidos de menor potencial de redu^ao, 
oxidando-os. Por exemplo, radical triptofano com potencial de redu?ao de 
1020 mV, oxida a tirosina (930 mV), que oxida a cistema com potencial 
de redu^ao de 730 mV. 

3 - Histidina: a oxidatjao da histidina pelo radical hidroxil leva a 
forma 9 ao dos radicals histidina, os quais interagem entre si, formando 
produtos interligados. Podem tambem interagir com o oxigenio triplete, 
formando peroxido, que se decompoe para compostos carbonflicos. Com 
o oxigenio singlete, (eq. 9.9) histidina forma o dioxietano, que se degrada 
para acido aspartico. 

eq. 9.9 


decompoe 

-► HOOC CH — CH2— COOH 

NH2 

ac. aspartico 

promove a hidroxilagao para 
deidrofenilalanina. Com a agua oxigenada, forma o radical tirosina (Tir) 
catalisada pela peroxidase, e na presen?a do radical superoxido forma o 
peroxido de tirosina (eq. 9.10 ). 


COOH 

I 

H2N- ch 
I 

CH2 


-N 


+ l C>2 


H 

histidina 


COOH 

H2N— ch 
I 

CH2 


—N 

J 


4 - Tirosina: o radical hidroxil 
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OH 


2 (Q) + H2 ° 2 


O' 


+ 2H20 


CH 2 

H2N- CH— COOH 
tirosina 


ch 2 

H2N—CH-COOH 
radical tirosina 

A 


eq. 9.10 


CH2 CH2 CH2 

H2N- CH- COOH H2N— CH~ COOH H 2 N— CH~ COOH 


HOOC-CH-NH 2 


O' CH2 



HOO CH2 


H 2 N- CH- COOH 
peroxido 


5 - Cisteina (Cis - SH) / Cistina (CisS - Scis) - o grupo tiol da 
cistefna forma o radical tiil (CisS) pela a?ao do radical hidroxil, e 0 
radical assim formado reage com outra molecula de cistefna, formando a 
cistina, ou oxidando para acido sulfonico (eq. 9.11). 
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HOOC-CH-CHo-SH + 'OH 

I 

nh 2 

CisSH' 


HOOC - CH - CH 2 - S‘ + H 2 0 

nh 2 


CisS‘ 


CisSHy 


v°2 


eq. 9.11 


HOOC - CH - CH 2 - S—s - CH 2 - CH-COOH 

I I 

nh 2 nh 2 

CisS - SCis 


HOOC - CH - CH 2 - SOO* 

I 


nh 2 


CisSOO' 


HOOC - CH - CH 2 - S0 3 H 

nh 2 


A cistefna pode tambem reagir com o oxigenio singlete, formando 
radical peroxil e, posteriormente, o sulfeto de hidrogenio (eq. 9.12). 

eq. 9.12 


HOOC-CH-CH 2 - SH + l 0 2 

NH 2 

CisSH 


HOOC - CH - CH 2 - SH 

1 1 

nh 2 00 ' 


+ H* 

y 

HOOC-CH-CH = SH 

I I 

NH 2 OOH 



HOOC-CH-CH = SH 

I | 

NH 2 O* 


O 

II 

HOOC-CH-CH +’SH 

I 

nh 2 


2 H 2 S + S 2 
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Interagao da Proteina com Lipfdio 

Lipfdios ocorrem mais freqiientemente em alimentos em mistura 
com outras substancias. Nestas misturas, os lipfdios estao na forma livre 
ou ligados a varias substancias nao-lipfdicas. Durante o processamento, 
parte dos lipfdios passa da forma ligada para livre ou vice-versa. Os 
lipfdios reagem diretamente com protefnas, formando as lipoprotefnas 
(Figura 9.13). As ligagoes na interagao protefna-lipfdio sao 
principalmente hidrofobicas e, em menor extensao, as pontes de 
hidrogenio. 

Os lipfdios interagem nao somente com protefnas, mas com outras 
biomacromoleculas hidrofflicas, como os carboidratos. Em panificagao, a 
interagao entre lipfdios, amido e protefnas e importante na qualidade final 
do produto, evitando a retrogradagao do amido. 

Os produtos oriundos da oxidagao de lipfdios reagem com outros 
componentes do alimento durante o processamento e armazenamento. 
Lipoprotefnas (Figura 9.13) sao formadas durante a reagao em que 
lipfdios oxidados e protefnas sao ligados parcialmente por pontes de 
hidrogenio e ligagoes co-valentes. Os peroxidos formados sao 
rapidamente decompostos durante a reagao, especialmente na presenga de 
agua, enquanto os aldefdos reagem mais lentamente. 

Os peroxidos e, ou, produtos oriundos de sua degradagao, formados 
durante a oxidagao de lipfdios (Capftulo 1), podem interagir com 
protefnas e aminoacidos, promovendo alteragoes adversas na 
solubilidade, atividade enzimatica e qualidade nutricional da proteina. A 
sensibilidade ao peroxido depende dos seguintes fatores: 

1 - Acesso ao aminoacido da superffcie da molecula de proteina. 

2 - Interagao hidrofobica ou pontes de hidrogenio entre a molecula 
do lipfdio e a superffcie da proteina, resultando na aproximagao dos 
reagentes e na exposigao da cadeia lateral dos aminoacidos localizados no 
interior da proteina. 

Varios produtos sao formados quando as protefnas sao expostas ao 
lipfdio oxidado, e o resultado dessa interagao se verifica na mudanga da 
textura, diminuigao da solubilidade (formagao de ligagoes cruzadas), 
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colora?ao (escurecimento) e diminuigao do valor nutricional (destrui$ao 
do triptofano, oxida?ao da metionina para sulfoxido e intera?ao com a 
lisina, tomando-a indisponfvel). 


Os radicals livres formados a partir da decomposigao do peroxido 
removem atomos de hidrogenio da protefna (eq. 9.13), preferencialmente dos 
aminoacidos Tri, His, Lis, Arg, Cys/Cis e Met; e os radicals livres oriundos 
da protefna interagem entre si, resultando na formagao de ligagoes cruzadas, 
e eventualmente polimerizam-se, formando agregados insoluveis. 


RH 

Lipidios 


Proteina 


^ Lipoproteina (Liga9oes fisicas) 



I* 


Proteina 


Lipoproteinas 

insoluveis 


hidroxidcidos 

| + Proteina 

Lipoproteinas 
(Liga9oes fisicas 
e co-valentes) 


i- Proteina 



+ Proteina 


Bases de Schiff 


Pigmentos escuros 
insoluveis 


Produtos de 
aldoliza^ao 


Pigmentos escuros 
ndo nitrogenados 


Figura 9.13- Intera 9 ao da protefna com lipidios oxidados. 

No tecido animal, em nfvel de membrana celular, a fra^ao lipfd 
encontra-se intimamente ligada a protefna. Diversas interagoes, con 
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pontes de hidrogenio, intercedes hidrofobicas e ponte salina via metal 
divalente, ocorrem entre o fosfolipi'dio e a proteina (Figura 9.14). 

eq. 9.13 


CH,-CH-COOH 
/ I 
C—Nn. nh 2 
ll >c 
C—N 


r-ch 2 -ch-cooh 


6 . 


|— RH 
I-► R. 


r-ch 2 -ch-cooh 

OH 

acido ldtico imidazol 


ROO* 


ROOH 


R-CH 2 -CH-COOH 


O, 


i 


r-ch 2 -ch-cooh ^ 
o-oh 

t 




r-ch 2 -ch-cooh 

1 l 

00 . 


RH 


O, 


r-ch 2 -cho 


-► r-ch 2 -cho 

acido acetico imidazol 


POLIMERIZAgAO 
PTN. + PTN . 
PTN. + PTN 
PTN. + O 

I 


ptn-PTN 

■> PTN-PTN. 
PTN-OO. 


radical livre (proteina) 


LIGACAO CRUZADA 

R. + PTN -+• R-PTN 

RO. + PTN -► RO—PTN 

R00.+ PTN -► ROO-PTN 

1 

radical livre (lipidio) 


As intercedes dos fosfolipidios com proteinas ocorrem por meio de 
foreas eletrostaticas, envolvendo o grupo fosfato negativamente 
carregado e os grupamentos da proteina positivamente carregados, como 
lisil ou guanidil, ou pelo envolvimento de grupos carregados 
positivamente do fosfolipidio (colina) com grupos negativos, como 
aspartil. 

O complexo proteina-lipidio influencia as propriedades de varios 
tipos de alimentos. Por exemplo, no tecido animal, a alteraeao da proteina 
provocada pela hidrolise ou pela oxidaeao do lipidio acarreta mudaneas 
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na funcionalidade - textura, capacidade de retengao de agua, solubilidade 
- e no flavor. 


H2 h 


h 2 h 2 



CH, 


ch 2 

/CH 2 

/CH 2 

ch 2 

ch 2 

ch 2 
\ 2 
CH, 


/ 

CH, 


Figura 9.14 - Intera^ao protema-fosfolipfdio. 
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Extragao, Determinate* do PI e Solubilidade 

Reagentes 

- Leite desnatado c farinha de soja desengordurada (FSD). 

- HC1, NaOH e H 2 S0 4 (5,0%). 

-Ac. latico 10% e TCA 15%. 

-MgS0 4 e(NH 4 ) 2 S0 4 . 

- Solugao saturada de (NH 4 ) 2 S0 4 pH = 7,0. 

Procedimento 


1 - Determinar o PI da casefna conforme os dados abaixo e 
verificar a turbidez e precipitagao no decorrer do tempo: 


Bequer 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

PH 

6,0 

5,5 

5,3 

5,0 

4,7 

4,4 

4,1 

3,5 

0 mim 









10 mim 









30 mim 


>• 








2 - Extrair as protefnas do leite conforme o procedimento abaixo e 
explicar os prinefpios envolvidos em cada etapa. 

- Transferir 400 ml de leite desnatado para o bequer. 

- Aquecer a 40 °C e adicionar lentamente (bureta), com agitagao, 
acido latico 10% ate a formagao do precipitado (casefna). 

- Titular o filtrado com solugao de 15% TCA: globulina 
+ albumina. 

- Tomar 50 ml do soro, adicionar 50 ml de agua, aquecer a 30 °C e 
saturar com MgS0 4 (40 g): globulina. 

- Diluir 50 ml do soro com a mesma quantidade de agua, aquecer - 
mantendo a 30 °C - e saturar com cristais de (NH 4 ) 2 S0 4 (80 g); o 
precipitado formado e uma mistura de globulina e lactoalbumina. 

- Diluir 50 ml do soro com volume igual de uma solugao saturada 
de (NH 4 ) 2 S0 4 pH = 7,0 e deixar em repouso durante uma hora. 
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- Filtrar o precipitado (globulina) e ao sobrenadante adicionar, gota 
a gota, H 2 S0 4 (5,0%) ate a formagao do precipitado (albumina). 


PROTEtNA DO LEITE (3,2%) 
pH: 6,6-6,7 


acidificar p/pH = 4,6. Centrifugar ou adicionar renina. 


caseina-precipitado | 

a - caseina (55%) 

P - caseina (25%) 
k - caseina (15%) 
y - caseina (5%) 


AQUECER /15 min. CENTRIFUGAR 

r 





PRECIPITADO 
a - lactoalbumina 
P - lactoglobulina 

| SOBRENADANTE | 


15% TCA 


soro-sobrenadante | 

P - lactoglobulina 
a - lactoalbumina 

- albumina do soro 

- imunoglobulina 

- proteose-peptona 


CENTRIFUGAR 


PRECIPITADO SOBRENADANTE 

PROTEOSE-PEPTONA MATERIAL NAO-PROTfelCO 


I 

MgS0 4 


15% TCAe 
centrifug*” 


precipitado 
I-lactoglobulina 


sobrenadante (nao-pn 
precipitado: a-lactoaft 
+ P-lactoglobulina 


sobrei iadante 


(NH,) 2 S0 4 


precipitado 

a-lactoalbumina 
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3 - Extrair a globulina da soja conforme o procedimento a seguir e 
explicar os princfpios envolvidos na extra^ao: 


hipocotilo (3%) 
(gcimc) 

—cz 


remofao do solvente 

I 

| 61eo bruto | 


r~ 

|SORO| 


| GRAOS (SOM)1 

descascar 


| cotiledone (89%) 


desengordurar 

(hcxano) 


rcmo?ao do solvente 

_ \ _ - 20,0 g 

I farinha desengordurada I * 20 . 0,0 . cn 0 _ 

I--1 - agitar / 20 mm. / 50 °C 

extrafao com H 2 0 (pH 8,5) 

I 

centrifugar 


| extrato protdico | | fra9ao insoluvel | 

- polissacaridios 

precipitado (p H 4,5) - proteinas 

I 

centrifugar 

I _, 

♦ 

I PROTEtNA I -► GLOBULINA 

I r _ i 

lavar, neutralizar, secar —► | PROTEINATO | 


| casca (8%) [ 
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Efeito do Aquecimento sobre as Protemas 

Procedimento 

1 - Preparar 100 ml de uma solugao 10% (v/v) de clara de ovo err 
agua destilada. 

2 - Filtrar, para remover membranas opacas. 

3 - Tomar cinco tubos de ensaio e pipetar para cada 5,0 ml d- 
solugao, colocando cada tubo em banho-maria, nas seguintes 
temperaturas: 55, 60, 63, 65 e 68 °C. 

4 - Resfriar os tubos em agua fria (tomeira). 

5 - Determinar a absorbancia das amostras a 450 nm, utilizando a 
solugao (1) nao aquecida para zerar o aparelho. Nao esquecer de agitar o 
tubo antes da leitura. 

- Descrever a aparencia das solugoes. 

- Fazer o grafico temperatura x absorbancia e comparar com as 
observagoes visuais. 

- Com os resultados, qual e o efeito do aquecimento sobre as 
protemas? 

Efeito do pH na Hidratagao de Protemas 

Procedimento 

1 - Marcar e pesar seis tubos plasticos de centrifuga. 

2 - Transferir 3 g de came mofda para cada tubo, homogeneiza-l< 
e, em seguida, adicionar 15 ml de agua destilada. 

3 - Ajustar o pH de cada tubo com NaOH ou HC1 para os seguint 
valores: 

Tubo 1 - pH 4,0 Tubo 4 - pH 5,5 
Tubo 2 - pH 4,5 Tubo 5 - pH 6,0 
Tubo 3-pH 5,0 Tubo 6-pH7,0 

4 - Checar novamente o pH de cada tubo apos 10 min e centrifug 
por 10 min a 2.000 rpm (~ 1.500 g). 

5 - Apos a centrifugagao, decantar o supemadante e pesar 
precipitado. 
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- Qual o efeito do pH sobre o peso do precipitado obtido? 

- Como isto se relaciona com a hidrata^ao das proteinas do musculo? 

- Explicar e ilustrar as alteragoes qufmicas responsaveis por esses efeitos. 

- Reproduzir graficamente (pH x peso do precipitado) e explicar a 
capacidade de reten<jao de agua da came. 

Exercicios 

J - Calcular a for^a ionica das seguintes solugoes: 

- 1,0 M KC1, 0,1 M de acetato de sodio e 0,1 M MgS0 4 . 

- 0,1 M Na 2 S0 4 , 0,1 M K : HP0 4 , 0,02 M Fe 2 S0 4 e 1 M MgS0 4 . 

- 0,02 M Fe 2 S0 4 e 1 M MgS0 4 . 

- Mistura contendo a seguinte solu^ao em quantidades iguais: 0,05 
MHC1 + 0,1MK 2 HP0 4 . 

2 - Uma solu<;ao foi preparada, dissolvendo-se 8,4 g de sulfato de 
amonia (PM = 132,14) em 35,0 ml de agua. Qual a for^a ionica desta 
solu9ao? 

3 - Os solventes organicos promovem a desnaturagao de proteinas, 
prevenindo a interagao ionica. Certo? Errado? Explicar. 

4 - A formagao de pontes de hidrogenio internas e a principal 
intera^ao que mantem a molecula de proteina em seu estado nativo. 
Certo? Errado? Explicar. 

5 - Quais dos seguintes aminoacidos estao, provavelmcnte, no 
interior e na parte externa de uma proteina globular em solu^ao de pH = 
7,0: Glu, Arg, Val, Phe, lie, Met, Asn, Lis, Ser e Tre? 

6 - Proteinas sao polimeros de aminoacidos ligados por liga^oes 
peptidicas. Em solugao aquosa (pH = 7,0), as proteinas, em sua maioria, se 
encontram em sua forma nativa, de modo que os aminoacidos nao-polares se 
localizam na parte interna da cadeia, enquanto os aminoacidos polares, em 
grande parte, se concentram na parte externa, em contato com a agua. 

Observando as estruturas dos aminoacidos conlidos na Figura 9.3, 
responder: 

- Dos seguintes aminoacidos, quais provavelmentc se encontram na 
parte externa ou interna de uma proteina globular em solu^ao Val, Pro, 
Phe, Asp, lie, His e Lis? 



Escurecimento EnzimAtico 
Introdugao 

Quando a maioria das frutas e dos vegetais e amassada, cortada ou 
triturada, rapidamente se toma escura. Esta descoloragao e oriunda de 
reagoes catalisadas por uma enzima genericamente conhecida como 
polifenol oxidase (PPO). A agao desta enzima em varias frutas e vegetais 
in natura acarreta perdas economicas consideraveis, alem de diminuigao 
da qualidade nutritiva, alteragoes do sabor e aparencia menos atrativa 
desses alimentos. 

O escurecimento de frutas e de certos vegetais e iniciado pela 
oxidagao enzimatica de compostos fenolicos pelas polifenois oxidases 
• PPOs). O produto inicial da oxidagao e a quinona, que rapidamente se 
condensa, formando pigmentos escuros insoluveis, denominados 
melanina (eq. 10.1), ou reage nao-enzimaticamente com outros compostos 
fenolicos, aminoacidos e proteinas, formando tambem melanina. 

As rea^oes de escurecimento enzimatico ocorrem no tecido vegetal 
quando ha ruptura da celula e a rea 9 ao nao e controlada, embora, no 
teddo intacto de frutas e vegetais, possa tambem ocorrer o 
escurecimento, como, por exemplo, em situates de inib^ao da 
respiragao durante o armazenamento em atmosfera controlada, uso de 
embalagem impropria, deficiencia de acido ascorbico no tecido vegetal, 
armazenamento a frio e radiagao ionizante. 

A reagao de escurecimento em frutas, vegetais e bebidas e um dos 
principals problemas na industria de alimentos. Estima-se que em tomo 
de 50,0% da perda de frutas tropicais no mundo e devida a enzima 
polifenol oxidase. A agao desta enzima resulta na formagao de pigmentos 
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escuros, freqUentemente acompanhados de mudangas indesejaveis na 
aparencia e nas propriedades organolepticas do produto, resultando na 
diminui^ao da vida util e do valor de mercado. 


eq. 10.1 


r ^Y 0H ppo 


XX 

t 


OH PPO + O 2 




r 


AGENTE REDUTOR 
OU SULFITO 


AMINO ACID OS 
PROTEIN AS 
QUINONAS 
FEN6IS 



HO J-,0 

Q 


9 Catecolase 

HO J—,OH 


Acido clorogcnico 


y COOH 


_/=\ t 

i—(\ /)—CH=CH-CC - 

J_/ OH Catecolase 


OH 
Acido cafSico 


_/=\_ 

0=( /Y~ CH=CH-C^ 

O 

O-quinona 


Melanina 


O 

HO J -vOH 

o 

)—'coo 


/=\_ *° 
0=\ />-CH=CH-cC 

01 

o 

O-quinona 


OH 

HOJ-^OH 

\ yj Acido quinico 

1-'COOH 

HO 


A O-quinona formada pode interagir com grupos amina e tioL-t 
reduzindo a disponibilidade da lisina, metionina, tiamina e de outre* 
nutrientes essenciais. Os substratos mais comuns em tecidos vegetais 
a tirosina e o acido clorogenico (Quadro 10.1). 
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A enzima PPO e encontrada praticamente ein todos os tecidos 
vegetais, em concentrates especialmente altas cm cogumelo, batata, 
pessego, maga, banana, manga, folhas de cha, abacate e cafe. Sua 
atividade pode ser variada em fungao da variedade, do estadio de 
maturagao e das conduces de cultivo; tao logo ocorra a ruptura do tecido, 
inicia-se a reagao de escurecimento. 


Quadro 10.1 - Substratos endogenos para PPO em vegetais 


Produto 

Substrato 

Banana 

3,4-diidroxifeniletilamina (dopamina) 

Maga 

Acido clorogenico, O-catequina 

Cacau 

Catequinas 

Cafe 

Acido clorogenico, acido cafeico 

Berinjela 

Acido cafeico, acido cinamico 

Alface 

Tirosina 

Cogumelo 

Tirosina 

Batata 

Tirosina, acido clorogenico, flavonoides 

Cha 

Flavonoides, catequinas, taninos 

Pessego 

Taninos 

Pera 

Acido clorogenico 


Embora indesejavel na maioria dos casos, em virtude da alteragao 
da coloragao, perda de nutrientes e formagao de sabor indesejavel, o 
escurecimento oxidativo em cha, cafe, cacau e ameixa seca e desejavel. 
Gramas a especificidade de varios substratos, a enzima PPO e, as vezes, 
denominada tirosinase, polifenolase, fenolase, catecol oxidase, 
catecolase e cresolase. A enzima ocorre tambem em animais, e o 
substrato e a tirosina, responsavel pela cor da pele (melanina). 


Mecanismo da Agao Enzimatica 

A polifenol oxidase esta presente em algumas bacterias e 
fungos, na maioria das plantas, em alguns artropodes e nos mami'feros. 
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Em todos esses casos, a enzima esta associada a pigmentagao escura 
do organismo. 

0 PM para as diferentes PPOs varia de 57 a 62 Kda, & excegao da a 
PPO de cogumclo, com PM de 128 Kda. Todas possuem habilidade para 
converter a forma O-diidroxifenol cm O-benzoquinona, utilizando o 
oxigenio como substrato secundario (atividade catecolase), mas nem 
todas as PPOs sao capazes de hidroxilar os monofenois. 

A enzima polifenol oxidase (l,2-benzenodiol:oxigenio 
oxidorredutase) possui cobre (Cu + *) no centra ativo e funciona como 
oxidases de fungao mista, catalisando dois diferentes tipos de reagao: 

(1) Monoxigenase , que atua na hidroxilagao de monofenois para 
diidroxifenois: 


OH 

OH 

O + ° 2 

ppo » ffV H 


nr 

ch 3 

T 

ch 3 

p-crcsol 

4-metilcatccol 


(2) Oxidase , que atua oxidando os difenois para o-quinona: 



CH 3 

4-metilcatecol 4-metil-2-benzoquinona 


A formagao da quinona e dependente do oxigenio e da enzima. 
Uma vez formadas, as reagoes subsequentes ocorrem espontaneamente. 
nao dependendo mais da enzima nem do oxigenio. Em geral, a 
configuragao quimica mais apropriada para a atividade da PPO (Figura 
10.1) e a estrutura o-diidroxilada, resuitando cm reagao mais rapida. 
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CHPCHhCOOH 




guaiacol 


CH=CH-COOH 



dcido ferrulico resorcinol floroglucinol 


Figura 10.1 - Compostos fenolicos encontrados em vegetais. 


Os derivados contendo metil nao funcionam como substratos para 
as PPOs. Em contraste com os o-difenois, os m-difenois sao raramente 
utilizados como substratos e alguns deles possuem efeito inibitorio. 


Metodos de Controle 

Varias maneiras de inibigao da PPO sao conhecidas, muito embora 
os metodos utilizados pelas industrias sejam relativamente poucos. Isto se 
deve ao aparecimento de flavor desagradavel e toxidez e a questoes 
economicas. Tres componentes devem estar presentes para que a reagao 
de escurecimento enzimatico ocorra: enzima, substrato e oxigenio. No 
caso de ausencia ou bloqueio na participagao de um destes na reagao (seja 
por agentes redutores, temperatura ou abaixamento do pH), esta nao 
prosseguira. 

O pH otimo de atuagao da PPO varia com a fonte da enzima e a 
natureza do substrato. Na maioria dos casos, o pH otimo de atuagao 
encontra-se na faixa entre 6 e 7, sendo a enzima inativada em pH 4,0 ou 
abaixo. 

O escurecimento enzimatico e uma reagao oxidativa que pode ser 
retardada eliminando-se o oxigenio da superficie danificada do vegetal. 
Entretanto, isto nem sempre e possivel, ocorrendo escurecimento tao logo 
o oxigenio seja reincorporado. Portanto, a maneira mais pratica de 
prevenir o escurecimento e a adigao de agentes quimicos capazes de 
bloquear a reagao (eq. 10.1). Essas substancias atuam diretamente sobre a 
enzima ou sobre os intermediaries da formagao do pigmento. 

Durante a preparagao de diversas frutas e diversos vegetais para 
enlatamento ou para outras operagoes de processamento, a prevengao de 
escurecimento catalisada por enzimas e o principal problema. Infelizmente, a 
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maioria dos inibidores enzimaticos discutidos a seguir nao sao adequados ou 
eficientes para uso cm alimentos. O escurecimento de frutas e vegetais 
catalisados pela PPO pode ser prevenido de varias formas: 

(1) Inativa^ao termica da enzima pelo uso do calor, embora algumas 
sejam relativamente termoestaveis (meia-vida de 12 min a 70 °C). Alem 
disso, e necessario tomar algumas providencias para prevenir o 
escurecimento oxidativo, ate que ocorra a desnatura^ao da enzima. 

(2) Exclusao ou remogao de um ou ambos os substratos (oxigenio- 
atmosfera controlada, embalagens adequadas e fenois - adigao de 
ciclodextrinas em sucos). 

(3) Redu 9 ao do pH em duas ou mais unidades abaixo do pH otimo 
(~6,0), pela adi^ao de acido cftrico, por exemplo. 

(4) Adi^ao de substancias redutoras que inibam a a?ao da PPO ou 
previnam a formagao da melanina. 

Substancias redutoras, como acido ascorbico, sulfito e tiois, 
previnem o escurecimento, pela redu^ao do O-benzoquinona de volta 
para a forma o-diidroxifenol ou pela inativa^ao irreversivel da PPO. 
sendo, portanto, consuinidas no processo. O sulfito, alem de atuar cor 
agente redutor, pode tambem interagir com a quinona, forman 
sulfoquinona, ou, in*eversivelmente, inibir a enzima. Problemas 
corrosao e aparecimento de sabor estranho podem ocorrer, se utiliza 
em excesso. Mais reccntemente, tern sido implicado no aparecimento 
algumas formas de asma. Mesmo assim, sulfitos e, ou, ascorbatos sao 
mais utilizados no controle do escurecimento em operates 
processamento de alimentos. 

Em contraste, compostos sulfidrilas (-SH) combinam-se quimu 
mente com o-quinonas, formando produto estavel e incolor, prevenin 
adicional oxida^ao e, conseqiientemente, pigmentos escuros. 

O acido ascorbico e seus derivados, utilizados isoladamente ou < 
combina^ao com acido cftrico, sao muito empregados na prevengao 
escurecimento oxidativo em sucos, antes da pasteuriza^ao. Em ma^l 
polifenol oxidase se encontra ligada a particulas suspensas no su; 
portanto, a centrifuga^ao ou filtra^ao elimina a possibilidade 
escurecimento. Entretanto, para prevenir o escurecimento do suco an 
da etapa de clarifica^ao, e necessario imergir a ma?a fatiada/cortada i 
solu^ao de 1% de acido ascorbico antes da extra 9 ao. O produto fxn 
embalado com o minimo de espa 90 livre, mantem-se inalterado ] 
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diversas semanas em condigSes de refrigeragao, ate que se tome 
amarelado, em razao do escurecimento nao-enzimatico ocasionado pela 
adigao do acido ascorbico. 

De forma semelhante, o sulfito e utilizado no controle do 
escurecimento de frutas e vegetais antes da secagem. O tratamento do 
alho amassado com acido cftrico (10 g/1), mantido sob refrigeragao 
(4 °C), e efetivo no controle do escurecimento oxidativo. A banana e o 
abacate tratados com L-cisteina na concentragao 5,0 e 0,32 mM, 
respectivamente, proporcionam 100% de inibigao do escurecimento. 

Dentre as substancias qufmicas redutoras de uso mais freqiiente na 
industria de alimentos, o sulfito e o mais utilizado. Os agentes redutores 
(sulfito e acido, ascorbico) promovem a redugao quimica dos precursores 
do pigmento (eq. 10.1). Tal efeito e temporario, gragas a oxidagao 
irreversfvel desses agentes na reagao, os quais, nao sendo especificos, 
podem provocar mudangas na coloragao e no flavor. 

A utilizagao de sulfito em rn'veis adequado antes da desidratagao, 
alem de inibir as reagbes de escurecimento permite a utilizagao de 
temperaturas mais elevadas, diminuindo o tempo do processo de secagem 
alem de aumentar a vida de prateleira do produto. Altemativamente, os 
eritorbatos (acido eritorbico, eritorbato de sodio) funcionam de maneira 
similar: sao agentes redutores (preferencialmente reduzido no produto), 
portanto, prevenindo ou minimizando a oxidagao do sabor e odor e a 
deterioragao da cor. 

Aplicagao do calor 

A PPO nao pertence a classe de enzimas termorresistentes. 
Exposigao por curto periodo de tempo do tecido em temperatura de 70 a 
90°C e suficiente, na maioria dos casos, para a destruigao completa de 
suas fungoes cataliticas. A aplicagao do calor em alimentos (temperatura 
elevada por tempo adequado) inativa a PPO e todas as outras enzimas. O 
aquecimento aplicado no processamento (branqueamento, temperatura 
elevada/tempo curto) e utilizado em pre-tratamentos de frutas e vegetais 
para enlatamento, congelamento e desidratagao. 

Diversos problemas aparecem em fungao do uso do calor. Frutas e 
vegetais tomam-se cozidos, e isto leva a mudangas desfavoraveis na 
textura e no desenvolvimento de flavor desagradavel. Existe, entretanto. 
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uma relagao muito proxima entre a temperatura e o tempo com respeito 
ao aquecimento do alimento. Tais fatores, entretanto, dependem da 
quantidade de enzima no produto e do pH deste. 


Aplicagao do dioxido de enxofre e sulfito 

Numerosas reagoes catalisadas por enzimas podem ser inibidas 
pelo sulfito, incluindo PPO, lipoxigenase e ascorbato oxidase. O 
sulfito nao inibe irreversivelmente o escurecimento enzimatico, de 
forma que a concentragao requerida e tambem dependente do periodo 
de tempo em que a reagao deve estar sob controle. Por exemplo, o 
nfvel de sulfito necessario para prevenir o escurecimento enzimatico 
depende da natureza do substrato disponfvel. Quando somente 
monofenois como a tirosina estao presentes, quantidades menores de 
sulfito sao suficientes; (batata e um exemplo desta situagao). Quando 
difenois estao presentes, concentragoes de sulfito mais elevadas sac 
necessarias (exemplo desta situagao seria o abacate). O processo de 
inibigao, portanto, consome o sulfito, conferindo temporaria protegao 
a descoloragao, a menos que utilizado em alta concentragao. 

A polifenoloxidase catalisa a oxidagao de mono e orto-difenois 
para quinonas, com subsequente interagao com grupos aminas. 
formando pigmentos escuros. O mecanismo da agao do sulfito na 
prevengao do escurecimento enzimatico nao e bem conhecido, ma 
provavelmente envolve diferentes tipos de agdes: 

a) Inibigao direta sobre a enzima. 

b) Interagao direta com intermediaries formados durante a aga 
enzimatica, impedindo sua participagao na reagao de formagao di 
pigmento escuro. Por exemplo, o sulfito pode combinar com ; 
quinona, bloqueando sua participagao em oxidagao e condensag! 
adicionais (eq. 10.2). De forma alternativa, o sulfito pode atui 
simplesmente como agente redutor (eq. 10.1), retornando a quinon 
para a forma de fenol reduzido. 
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eq. 10.2 



O sulfito evita a oxida?ao do ascorbato pela ascorbalo oxidase e 
outras enzimas. Os ni'veis de ascorbato diminuem rapidamente apos a 
macera^ao do tecido vegetal gramas a a?ao da ascorbato oxidase. A adi?ao 
de sulfito, conseqiientemente, previne a destru^ao do ascorbato. A 
lipoxigenase pode ser tambem inibida pela acjao do sulfito, evitando a 
formaqao de flavor desagradavel durante o armazenamento de vegetais. 

Em alguns produtos, o sulfito atua como antioxidante, muito 
embora nao seja utilizado com este proposito; em cerveja, inibe o 
Jesenvolvimento do flavor oxidado durante o armazenamento. O dioxido 
Je enxofre, ou sulfito - geralmente sulfito de sodio, bissulfito de sodio e 
metabissulfilo de sodio -, e poderoso inibidor das PPOs (na forma de gas 
ou de solu^ao). Pode ser utilizado em casos em quc a aplica^ao do calor 
resulta em mudanijas desfavoraveis da textura e no desenvolvimento de 
flavor estranho ao produto. 

A injuria mecanica do tuberculo induz a forma^ao de pigmentos 
indesejaveis causados pela enzima polifenol oxidase sobre a tirosina. 
Alem da forma^ao de produtos escuros, a a^ao fisica sobre os tuberculos 
leva tambem ao aumento da biosfntese de glicoalcaloides. Estes eventos 
sao as principais causas da perda do produto. 

Batatas imersas em solu^ao de sulfito (0,5-1,0%), em pH 5,3-6,0, 
efetivamente rcduzem o escurecimento. Em geral, o escurecimento 
enzimatico se torna problematico quando nao sao processadas 
imediatamente. No processamento comercial, a temperatura de fritura 
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destroi as enzimas rapidamente, portanto, previne a descolora?ao nao 
havendo necessidade de sulfitagao. Tuberculos descascados ou fatiados se 
nao processados imediatamente necessitam dc tratamento com sulfito. 

O escurecimento que ocorre apos fritura deve-se a rea£ao entre o 
ferro com compostos fenolicos di-hidroxilados. O acido clorogenico e o 
principal composto fenolico envolvido nesta rea§ao. O controle coir 
sulfito, EDTA e acido pirofosfato de sodio sao muito utilizados no 
processamcnto industrial. 

O sulfito contem propriedades antissepticas e ajuda na preserva^ao 
da vitamina C. Por outro lado, sua utiliza^ao pode resultar em flora 
desagradavel, degrada?3o da cor natural do alimento (Capitulo 13' 
destrunjao da vitamina B, e corrosao da embalagcm (lata), sendo toxic; 
se usado em niveis elevados. 

Escurecimento de Frutas/vegetais 

Durante o processamento de frutas e vegetais, ocorrem diverse 
tipos de reaches oxidativas, nas quais eletrons sao removidos d 
atomos/moleculas com forma?ao de formas oxidadas. Essas reag5e 
provocam o escurecimento, a perda ou altera<joes do flavor e oda 
altera^oes da textura e perda do valor nutritivo pela destrui?ao d 
vitaminas e acidos graxos essenciais. Quatro categorias de estruti* 
quimica sao utilizadas para estabilizar as frutas e vegetais; 

• removedores de radicais livres como os tocoferois; 

• agentes redutores e removedores de oxigenio, como o acid 

ascorbico e derivados; 

• agentes complexantes como acido citrico; e 

• outros antioxidantes secundarios, como os carotenoides. 

De todos, os mais importantes para prevenir altera^oes oxidativa 
em frutas e vegetais sao os agentes redutores e certos complexantes. 

Em alimentos, existem quatro tipos principals de escurecimemi 
Maillard, caramelizagao, oxidagao do acido ascorbico e enzimatia 
Algumas frutas (pessego, matja, banana e uva) nao podem ser submetka 
ao branqueamento em razao da delicadeza de seus tecidos, que podem s 
rompidos durante o processo. O calor desnatura a enzima, afetando 
textura, o sabor e o aroma tipicos do produto. Neste caso, tratamanH 
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alternatives sao utilizados na prevengao do escurecimento oxidativo, 
especialmente durante o descascamento e os cortes. 

O branqueamento de frutas ou cozimento parcial e uma etapa 
importante no processamento. O produto e geralmente imerso em agua 
quente (88 a 99 °C) ou exposto ao vapor. E uma operagao que consome 
em tomo de 1/3 do total de energia requerida no processamento. A 
maioria dos nutrientes soluveis em agua, como acido ascorbico, e perdida 
nesta operagao. Durante o branqueamento, e imperativo que certas 
enzimas capazes de alterar o flavor e a textura sejam inativadas. O 
processo envolve um rapido tratamento termico aplicado a maioria dos 
vegetais e tambem a algumas frutas, com o intuito de inativar enzimas 
oxidativas como a catalase, peroxidase, polifenoloxidase, ascorbato 
oxidase e lipoxigenase, a remogao de gases entre os tecidos e a 
diminuigao da carga bacteriana. 

Quando o tecido nao-branqueado e rompido e exposto ao ar, essas 
enzimas entram em contato com o substrato provocando o amolecimento, 
a descoloragao e a produgao de flavor estranho. A extensao do 
escurecimento depende da quantidade total de compostos fenolicos no 
tecido e do nfvel de atividade da enzima polifenoloxidase. Diferengas 
entre cultivares de determinada especie, quanto ao escurecimento 
potencial em resposta a injuria mecanica, estao relacionadas a variagao do 
teor de compostos fenolicos totais e a atividade da polifenoloxidase do 
cultivar. 

O metodo de controle mais comumente utilizado e a aplicagao do 
sulfito. Solugoes de 200 a 400 ppm podem ser utilizadas na imersao de 
frutas por 2 a 5 minutos ou na forma de gas em camara de fumigagao. Os 
nfveis residuais permitidos variam ate 300 ppm em sucos e 2.000 ppm em 
frutas secas. A forma nao-dissociada (cap. 8) e que possui agao 
germicida. Com pK = 1,81, significa que muito pouco e ativo em 
alimentos com pH > 3,5. As lcveduras sao mais resistentes ao SO, que a 
maioria das especies de bacterias e fungos. Na industria de vinho, nfveis 
elevados de sulfito (1.200 a 2.000 mg.L 1 ) sao utilizados na preservagao 
do suco de uva em temperatura ambiente. Apos armazenamento, quando 
utilizado para a fermentagao, parte do sulfito e removido pelo 
aquecimento rapido associado com borbulhamento de nitrogenio. 
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Alternativas para o sulfito no processamento de 
alimentos 

1 - Eritorbatos (acido eritorbico e eritorbato de sodio) - sao 
estereoisomeros do acido ascorbico. A diferen^a entre os eritorbatos e 
ascorbico ocorre na configura^ao dos grupos -OH e -H localizados no 
carbono 5 (Figura 10.2). Os eritorbatos tern atividades antioxidantes 
similares, diferindo-se na atividade vitaminica. Possuem de 5 a 7% da 
potencia antiescorbutica do ascorbato, devido a baixa absonjao e retengao 
pelos tecidos. Por apresentarem custos menores, a sua aplica^ao era 
produtos em que a atividade de vitamina C nao e importante, mas se faz 
necessario o efeito antioxidante, os eritorbatos sao o produto de escolha. 


ch 2 oh 

\ OH 
HC 


CH 2 0H 

\ nu 



Figura 10.2 - Estrutura qui'mica do acido eritorbico e ascorbico. 

Tal como o sulfito, os eritorbatos sao agentes redutores, pois red 



a reativa orto-quinona de volta para a forma difenolica. Como substituto 


sulfito e do acido ascorbico no controle do escurecimento em diverse* 
alimentos, sao utilizados em frutas in natura, processadas e em fnr_ 
fatiadas, congeladas, saladas de vegetais, sucos de frutas, batatas e bebida 
(cerveja e vinho). A combina^ao do acido eritorbico e acido cftrico i 
comumente utilizada. A adi^ao do acido cftrico ajuda a baixar o pH e atua ■ 
complexa^ao do cobre, ocasionando a inibii^ao da PPO. 

2 - Acidos - a utilizaqao de acidos tern a finalidade de aumenii: j 
acidez, incluindo acido cftrico, fumarico, tartarico, acetico, fosforico| 
ascorbico. As superficies cortadas de frutas podem ser protegidas Ji 
escurecimento por imersao em solu§ao 1-2 % de acido cftrico. Entretarffli 
nem sempre e possfvel abaixar tanto o pH do alimento devido a 
significante sabor acido resultante, sendo incompatfvel com a 
propriedades sensoriais e tecnologicas do produto final. 

3 - Agentes complexantes (EDTA, fosfatos e acido cftrico) — pcosa 
complexar com o cobre presente no centra ativo ou reduzir o 
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disponfvel da enzima, diminuindo a velocidade da reagao enzimatica, mas 
nao inibe completamente o escurecimento. 

4 - Antioxidante — o acido ascorbico e comumente utilizado na 
maioria dos sucos e enlatados de frutas. E um efetivo inibidor da 
peroxidase, podendo tambem ser utilizado em misturas com o acido 
cftrico e com o xarope. O acido cftrico participa como estabilizador do 
acido ascorbico. Atua reduzindo a O-quinona, gerada pela 
polifenoloxidase durante a oxidagao dos polifenois, de volta a compostos 
fenolicos, prevenindo sua conversao para pigmentos escuros. 

5 - Agiicar - o principal proposito do agucar e adogar a fruta, mas e 
tambem usado para prevenir o escurecimento de frutas descascadas e 
fatiadas, pois inibe a oxidagao excluindo parcialmente o oxigenio dos 
tecidos e aumenta com a elevagao do pH. Em varias situagoes, o agucar e 
misturado com o acido ascorbico e cftrico como agente efetivo da 
manutengao da textura, cor e flavor. 


Frutas e vegetais minimamente processados 

Em frutas e vegetais minimamente processados, urn dos principais 
problemas que limita o desenvolvimento desta tecnologia e a ocorrencia 
do escurecimento enzimatico, tomando o problema especialmente diffcil, 
em razao da proibigao da utilizagao do sulfito em produtos in natura. 
Outra importante enzima e a lipoxigenase, que catalisa a oxidagao de 
acidos graxos polinsaturados, causando a formagao de numerosas 
substancias de flavor desagradavel (cap. 1). 

O processamento mfnimo tern o proposito de oferecer o produto de 
forma conveniente, sem a perda da qualidade e vida de prateleira 
suficiente de forma a facilitar sua distribuigao. As caracterfsticas 
microbiologicas, sensoriais e nutricionais devem ser compatfveis por 
perfodos de no mfnimo quatro a sete dias, mas preferencialmente por um 
perfodo mais longo, dependendo do mercado. As perdas do acido 
ascorbico e de carotenos sao o principal fator limitante da qualidade 
nutricional. 

As deterioragoes dos produtos minimamente processados ocorrem 
em razao das alteragoes fisiologicas (produgao de etileno, respiragao), 
bioqufmicas (PPO, lipoxigenase) e microbiologicas, resultando na 
degradagao da cor, textura e flavor. Conservantes podem ser utilizados 



402 


Ouimica de Alimentos - Teoria e pratica 


diretamente na agua de lavagem, com o intuito de reduzir o nuinero de 
mWoorganismos e retardar a atividade enzimatica. A utilizagao de 100- 
L 1 de cloro ou acido citrico, antes e depois do descascamento e 
loi ICO de frutas e vegetais, e efetiva para se estender a vida util desses 
produtos. Quando se utiliza o cloro, o produto deve ser novamente lavado 
para reduzir sua concentragao. Como altemativa ao cloro, pode-se utilizar 
H,0. v e o residuo pode ser eliminado tanto pela lavagem ou pela agao de 
catalase endogena, evitando-se a reagao da agua oxigenada com os 
constituintes do alimento. 

O tratamento da superficie e necessario para prevenir os processos 
degradativos. O tempo de imersao entre 1 e 5 minutos e comumente 
utilizado. O pH baixo e tambem recomendado em razao da atividade 
antimicrobiologica. Os produtos minimamente processados com pH > 4,6 
e a w > 0,85 sao altamente pereciveis quando nao submetidos a processos 
de conservagao. Portanto, a acidificagao da superficie e recomendada. 
sendo o acido citrico muito utilizado para esse proposito. 

Durante o manuseio e armazenamento, o cogumelo in natura esta 
sujeito a severo escurecimento enzimatico. A imersao em solu^ao 
contendo inibidores do escurecimento acelera a sua deteriora^ao, em 
razao da grande absor^o de agua, favorecendo o crescimento bacteriano. 
A aplica^ao de cloro (-20ppm) na forma de solu^ao de hipoclorito de 
sodio ou de calcio e a forma utilizada no controle. Entretanto, a oxida^ao 
nao-enzimatica dos substratos da enzima PPO na concentragao 
bactericida utilizada de cloro forma intermediarios do escurecimento 
enzimatico, ocorrendo descolora^ao. 

A utiliza?ao da soluqao de cloro em baixas concentra^oes 
(< 17,5 ppm) inibe a atua^ao da enzima, prevenindo o escurecimento 
enzimatico em ma^a, batata e vagens. Entretanto, a sua utiliza^ao em 
alimentos e questionada. De forma alternativa ao cloro, o controle do 
escurecimento pode ser obtido pela utiliza^ao da mistura contendo 4,5% 
eritorbato de sodio + 0,1% cisteina-HCl + 100 ppm EDTA ajustada para 
pH 5,5 comNaOH 10%. 

Em batatas pre-proccssadas, a descolora^ao ocorre em poucos 
minutos se nao forem adicionadas substancias antiescurecimento. O uso 
de sulfito nao e permitido, embora seja altamente eficaz. A utilizagao 
(45 °C/20 min) da mistura quente de 1,0% de acido ascorbico + 2,0% de 
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acido cftrico representa altemativa viavel ao sulfito, quando armazenado 
a 4 °C por 14 d'ias. 

Dentre os compostos utilizados para inibir a atividade da PPO, os 
mais utilizados sao: sulfito, acido ascorbico e seus derivados (acido 
eritorbico e eritorbato de sodio) e compostos contendo SH (L-cistefna, 
N-acetil-L-cistefna, etil ou metil L-cistelna e glutationa reduzida). O 
dioxido de enxofre e o mais efetivo inibidor e, portanto, muito utilizado. 
Entretanto, sua utilizagao tern sido desaconselhada em razao da 
sensibilidade de indivlduos asmaticos. 

As altemativas para a industria de alimentos sao formulagoes 
contendo acido ascorbico e cftrico, embora sejam menos efetivos que o 
S0 2 - O acido ascorbico e rapidamente consumido no processo de redugao 
da quinona formada pela agao da PPO sobre o substrato (Figura 10.3). A 
utilizagao de compostos sulfidrilas e tao efetivo quanto o sulfito no 
controle do escurecimento em frutas e vegetais. Entretanto, em alguns 
casos, quando se utiliza a cistefna na prevengao do escurecimento, e 
necessario ajustar o pH proximo a neutralidade; caso contrario, ocorre o 
aparecimento de coloragao avermelhada no produto. 

Em banana e abacate minimamente processados, a utilizagao da L- 
cistefna na concentragao de 5,0 mM e 0,32 mM, respectivamente, promove 
100% de inibigao. O mecanismo de inibigao do escurecimento envolvendo 
a L-cistefna e controvertido, e duas opinioes existem: a inibigao resulta da 
formagao do conjugado entre a cjuinona e a cisteina; ou a cisteina pode 
diretamente inibir a enzima combinando irreversivelmente com o cobre 
presente no centro ativo da PPO. 

Em alguns tipos de sucos, a enzima PPO encontra-se ligada as 
partfculas suspensas, tomando o produto opaco. A remogao da opacidade 
por filtragao ou centrifugagao elimina o escurecimento enzimatico. A 
clarificagao previne o escurecimento do suco in natura refrigerado por 
diversas semanas. Entretanto, apos longo perfodo de armazenamento, 
desenvolve a coloragao amarelo-escura, devido ao escurecimento nao- 
enzimatico do acido ascorbico. Portanto, a utilizagao da vitamina C em 
produtos minimamente processados pode resultar em descoloragao nao- 
enzimatica. Isto pode ser amenizado, reduzindo-se o nfvel do acido 
ascoibico adicionado e armazenado com o mfnimo de espago livre. 

A turbidez de sucos pode tambem ser causada pela presenga de 
ions metalicos provenientes de tubulagoes e de embalagens. Os ruveis 
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considerados normais de ferro e cobre em sucos varia de 3,7 mg. kg' 1 e 
0,2 mg. kg 1 , respectivamente; acima destes valores (> 5x), podem entac 
causar a turbidez. Para testar a presenga destes elementos, devem-se 
preparar as seguintes solugoes: 

a) Solugao de ferrocianeto de potassio - Dissolver 0,5 g em lOOmL 
de agua destilada. A presenga de cobre pode ser detectada visualmente. 
adicionando-se 2,0 mL da solugao em 20 mL de suco e observando a 
presenga de floculos vermelho-escuros, indicativo de teste positivo. 


b) Solugao 3N HCl - Diluir 258 mL HC1 36% em 1,0 L de agua. 
Adicionar 2,0 mL da solu^ao em 20 mL de suco e observar a forma 9 ao da 
Colorado azul. 




Dopaquinona OH 




OH 5 - S - Cistcinildopa 

OH 



Figura 10.3 - Inibi^ao da PPO pela remogao do intermediario 
dopaquinona pela L-cisteina ou acido ascorbico. 
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Aplicagao de acidos 

Os acidos normalmente aplicados estao entre aqueles de ocorrencia 
natural: cftrico, fosforico, malico e ascorbico. Em geral, sua a?ao da-se 
pelo abaixamento do pH do tecido, diminuindo, assim, a velocidade da 
reagao de escurecimento. O pH otimo de atua^ao da PPO esta entre 6 e 7, 
e abaixo de 3,0 nao ha virtualmente nenhuma atividade enzimatica. 

O acido cftrico, em conjunto com o acido ascorbico ou o sulfito de 
sodio, e muito utilizado como inibidor quimico do escurecimento 
enzimatico. Tambem, apresenta efeito inibitorio duplo sobre as PPOs nao 
somente pelo abaixamento do pH do meio, mas tambem complexando 
com o cobre do centro ativo da enzima. Entretanto, o acido cftrico por si 
so nao e muito efetivo como inibidor das PPOs. O acido malico e muito 
mais efetivo, e o ascorbico apresenta efeito inibidor muito mais 
acentuado (eq. 10.4). 

eq. 10.4 
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O acido ascorbico e preferencialmente oxidado em rela^ao aos 
outros substratos, e, tao logo seja consumido, ocorre o escurecimento; 
portanto, o produto deve ser tratado com quantidades adequadas de acido 
ascorbico, caso contrario seu efeito e mfnimo, em face de sua oxida?ao. 
Quantidades de ate 300 mg de acido ascorbico/500 g controlam o 
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escurecimento e reduzem o oxigenio dissolvido no espago livre em frutas 
enlatadas. 

O acido ascorbico e efetivo quando adicionado a produtos 
congelados e sucos e frutas enlatados evitando a descoloragao e o 
desenvolvimento de sabor estranho (Tabela 10.1). A adigao do acido 
ascorbico previne a descoloragao de cames curada, fresca e mofcL- 
mantidas sob refrigeragao. O tratamento da came fresca tanto por imersao 
ou spray com a solugao de acido ascorbico retarda a descoloragao e a 
oxidagao de lipfdios. Em came curada, o acido ascorbico catalisa x 
formagao da nitrosomioglobina (cap. 8); aumenta a formagao do oxido 
nltrico, reduzindo o rn'vel do nitrito residual; e protege o pigmento d± 
came curada (nitrosomiocromo) da oxidagao, alem de prevenir x 
formagao de nitrosaminas. 

Tabela 10.1 - Niveis de acido ascorbico utilizado em diversos produtos. 


Produto 

Niveis (%) 

Suco de frutas 

0,005-0,02 

Refrescos 

0,005 - 0,03 

Oleo de citrus 

0,01 

Vinho 

0,005-0,015 

Cerveja 

0,002 - 0,006 

Frutas congeladas 

0,03 - 0,045 

Frutas enlatadas 

0,025 - 0,04 

Vegetais enlatados 

0,1 

Came fresca 

0,02-0,05 

Came curada 

0,02-0,05 

Leite em po 

0,02 - 0,2 


O escurecimento de batata, por exemplo, pode ser controlada 
utilizando-se a seguinte solugao: 0,2% de sorbato de potassio, 0,3 a 1, 
de acido cftrico, e 0,3 a 1,0% de acido ascorbico. As batatas descasca 
sao imersas na solugao durante o tempo de um minuto e podem 
armazenadas a 4 °C em embalagens plasticas por 20 dias. 


Hi f 2 
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Remogao do oxigenio 

A enzima PPO requer oxigenio para iniciar a reagao de 
escurecimento. Portanto, procedimentos capazes de eliminar ou de evitar 
o contato do produto com o oxigenio, como a utilizagao de embalagens 
impermeaveis, a exclusao do oxigenio em sucos e bebidas pelo nitrogenio 
e a prevengao do acesso do oxigenio aos tecidos provocado por danos 
mecanicos durante o transporte e armazenamento de frutas, sao uteis na 
prevengao do escurecimento. 


Utilizagao da Vitamina C em Processamento de 
Alimentos 

1 - Prevengao do escurecimento em frutas e vegetais. Na presenga 
do acido ascorbico, os compostos do tipo O-quinona sao reduzidos para a 
forma fenolica (eq. 10.3). Apos a exaustao do acido ascorbico, as O- 
quinonas se acumulam e polimerizam, formando pigmentos escuros. 

2 - Inibigao da oxidagao em cerveja, vinho, leite e derivados. 

3 - Estabilizagao da coloragao em cames e fixagao da cor em cames 
curadas. O acido ascorbico atua como redutor na formagao do oxido 
nitroso e da nitrosomioglobina (cap. 8). 

4 - Melhoria das caracteristicas reologicas da massa. A adigao de 2 
a 6 g de acido ascorbico/100 kg de farinha melhora a forga e o volume da 
massa (elasticidade e retengao de gas). O efeito do acido ascorbico esta 
relacionado com a rapida conversao da glutationa (GSH) endogena para a 
forma de dissulfeto durante a movimentagao da massa. O gluten se toma 
mais macio na presenga da glutationa, uma vez que as moleculas da 
protema (PTN-SS-PTN) sao despolimerizadas pela troca dos grupos 
tiol/dissulfeto (eq. 10.5). 


eq. 10.5 


PTN-SS-PTN + 2GSH -> 2PTN-SH + G-SS-G. 

Com a adigao do acido ascorbico, parte desta glutationa e removida 
da reagao, resultando em gluten mais forte e, conseqiientemente, mais 
resistente. O efeito do acido ascorbico ocorre em dois estadios (Figura 
10.4). Primeiro, e oxidado para deidro acido ascorbico pelo oxigenio 
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presente na massa. Esta rea^ao e catalisada por tra?os de ions metalicos 
ou compostos heme, como enzimas catalase e peroxidase. O segundo 
estadio e a oxida?ao da glutationa para a forma dissulfeto pelo DAA. 
catalisada pela glutationa deidrogenase presente na farinha. 



DAA 


2GHS 


PTN-SS-PTN 


x 


x 


GHS - DASE 


Ac. Ascorbico 


1/2 0 - 


GSSG 


2PTN - SH 


PTN-SS-PTN: gluten 
GSH-DASE: glutationa deidrogenase 


GSH: glutationa reduzida 
GSSG: glutationa oxidada 


Figura 10.4 - Competi^ao pela oxida^ao de grupos tiois entre a vitami 


C e a protei'na da farinha. 


De forma semelhante, o bromato de potassio e, as vezes, utili 
para o mesmo proposito (Figura 10.5). 


1/3 KBrO, 


2GHS 


PTN - SS - PTN 


X 


X 


1/3 KBr + H 2 0 


GSSG 


2PTN - SH 


Figura 10.5 - Competi?ao pela oxida^ao de grupos tiois entre o broi 


de potassio e a proteina da farinha. 


PPO: Atividade e Controle 

Reagentes 

- Solugao-tampao: pH = 4,0 , pH = 6,0 e pH = 8,0. 

- Solu^ao: catecol 1,0%, ac. cftrico 0,1%, ac. ascorbico 0,1% e 
acetico 0,1% e 1,0%. 
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- Bissulfito de sodio e acido ascorbico. 

- Fluoreto de sodio 0,05 M. 

Procedimento 

- Descascar e extrair a parte central da maga; homogeneiza-la em 
liquidificador com 250 ml de agua gelada. Filtrar e manter o filtrado em 
bequer com gelo. Os procedimentos subseqiientes devem ser realizados 
rapidamente. 

Parte A - Tomar tres tubos de ensaio e adicionar: 

TUBO 1: 1 ml da solugae-tampao; pH =' 6,0 + 10 gotas da solugao 
de catecol + 5 ml do filtrado de maga. Colocar o tubo em agua fervente 
durante 10 min. 

TUBO 2: idem ao tubo 1, mas deixar em gelo (bequer). 

TUBO 3: idem ao tubo 1, mas deixar em temperatura ambiente. 

Parte B - Tomar cinco tubos de ensaio e deixar em repouso, em 
temperatura ambiente/1 h: 

TUBO 1: 5 ml de agua + 5 ml de filtrado de maga e agitar. 

* 

TUBO 2: 5 ml de tampao; pH = 4 + 5 ml de filtrado e agitar. 

TUBO 3: 5 ml tampao pH = 8,0 + 5 ml de filtrado e agitar. 

TUBO 4: 5 mg de NaHS0 3 + 5 ml de filtrado e agitar. 

TUBO 5: 5 mg de acido ascorbico + 5 ml de filtrado e agitar. 

- Descrever as mudangas de coloragao. 

- Discutir o efeito do catecol na parte A. 

- Discutir os efeitos do pH, do inibidor e dos agentes redutores 
sobre a atividade da PPO nos tubos da parte B. 

Parte C - Tomar 20 g de batata, triturar em mortar com areia, na 
presenga de 100 ml de fluoreto de sodio 0,05 M (cuidado, e toxico), e 
filtrar rapidamente. O filtrado sera utilizado como fonte de PPO, 
conforme dados a seguir: 
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Tubo* 

Enzima** 

Agua 

0,01 M Catecol 

1 

2 ml 

1 ml 

(controle) 

2 

2 ml 

- 

1 ml 

3 

1 ml 

1 ml 

2 ml 

4 

1 ml 

- 

2 ml 

5 

0,5 ml 

1,5 ml 

1 ml 


* = triplicatas e ** = filtrado. 


- Agitar (por que?) a cada cinco minutos e acompanhar a reagao 
durante 30 min. 

- Comentar as diferengas visualizadas com as alteragoes na 
quantidade de enzima. 

- Tomar cinco tubos e testar diferentes tipos de substratos (0,01 M) 
em substituigao ao catecol: ressorcinol, fenol, hidroquinona, pirogalol 
etc., utilizando os mesmos dados anteriores. Correlacionar a estrutura 
destes substratos com a atividade da PPO. 

-Tomar cinco tubos e verificar o efeito dos seguintes inibidores 
(todos a 10' 3 M): ac. ascorbico, NaHS0 3 e NaCl. 

Parte D - Tomar cinco bequeres e identifica-los conforme os dados 
abaixo: 

1 = ac. ascorbico 0,1%; 

2 = ac. citrico 0,1%; 

3 = ac. acetico 0,1%; 

4 = ac. acetico 1,0%; e 

5 = agua. 

- Adicionar quantidades suficientes da solugao em cada bequer, de 
forma a manter o pedago da amostra submerso. 

- Descascar e extrair a parte central da maga e dividir em seis partes 
aproximadamente iguais. 

- Mergulhar, com auxilio de uma pinga, os pedagos de maga nas 1 
solugoes, deixando em repouso durante 1 minuto; remover os pedagos e 
deixar sobre uma toalha de papel. 
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- Lavar a pinga com agua sempre que mudar para outra solugao. 

- Deixar a amostra submersa no bequer que contem agua. 

- Utilizar como controle amostra deixada ao ar livre. 

- Observar o escurecimento das amostras apos 5, 10, 20 e 30 min, 
e responder as questoes seguintes: 

1 - Qual o proposito especifico de utilizar os acidos ascorbico, 
cftrico e acetico? 

2 - Por que o pedago de maga mantido imerso em agua nao 
escureceu tao rapidamente quanto o deixado ao ar livre? 

3 - O que voce pode concluir a respeito da eficiencia das solugoes 
utilizadas na prevengao do escurecimento? 

Exercicios 

1 - A partir do 4-metilcatecol, mostrar como o sulfito e a vitamina 
C controlam a reagao de escurecimento catalisada pela PPO. 

2 - Quais substratos da PPO estao presentes na maga e na batata? 

3 - Em geral, a configuragao qui'mica dos compostos fenolicos e 
importante para a reagao catalisada pela PPO. Das configuragoes abaixo, 
predizer qual(is) pode(m) ser utilizada(s) como substrato. 



E F G 
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Escurecimento NAo-EnzimAtico 


Introducao 

A intensidade das reagoes de escurecimento nao-enzimatico em 
alimentos depende da quantidade e do tipo de carboidratos presentes e, 
em menor extensao, de protefnas e aminoacidos. O escurecimento nao- 
enzimatico e o resultado da descoloragao provocada pela reagao entre a 
carbonila e os grupos amina livres, com formagao do pigmento 
denominado melanoidina. Muito embora a reagao de escurecimento nao- 
oxidativa ocorra principalmente entre agucares redutores e aminoacidos 
ou proteinas, a degradagao do agucar, bem como a degradagao oxidativa 
do acido ascorbico e a adicional condensagao com compostos 
carbonilicos formados ou com grupos amina presentes, produz pigmentos 
escuros. 

As reagoes de escurecimento nao-enzimatico em alimentos estao 
associadas com o aquecimento e armazenamento e podem ser divididas 
em tres mecanismos (Quadro 11.1). 


Quadro 11.1 - Mecanismos das reagoes de escurecimento nao-enzimatico 


Mecanismo 

Req. C >2 

Req. NH 2 

pH 6timo 

Prod, final 

Maillard 

- 

+ 

Alcalino 

Melanoidina 

Caramelizagao 

- 

- 

Alcalino/acido 

Caramel o 

Oxida^ao Vit. C 

+ 

- 

Ligeiram./acido 

Melanoidina 
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De modo geral, essas rea?oes sao indesejaveis do ponto de vista 
nutritional e estetico. Em alguns produtos, a rea?ao e desejavel quando 
leva a melhoria da aparencia e do flavor, crosta do pao (destrui?ao de 
70% da lisina), cafe torrado, chocolate , cerveja, carne de peixe assado, 
porem indesejavel em produtos como leite e derivados (destruigao da 
lisina durante tratamento termico), sucos, vegetais, produtos 
desidratados e concentrados , cereais e derivados (destruigao da lisina 
durante a secagem). 

As reaches de escurecimento nao-enzimatico, alem de produzir 
flavor agradavel, aroma e colora£ao, em certas condi<joes podem formar 
colora?ao e flavor indesejaveis e alterar a qualidade do alimento durante 
o processamento e armazenamento. 

Estas reaches provocam significantes perdas de certos aminoacidos 
(lisina, arginina, histidina e triptofano), diminui^ao da digestibilidade da 
protema e, portanto, redu?ao do valor nutritivo, formagao de alguns 
inibidores e compostos toxicos. Alimentos ricos em a?ucares redutores 
sao muito reativos, mas outros fatores influenciam a rea<jao, como 
temperatura, pH, umidade, tipos de agucar e amina, 0 2 e SO r 

A velocidade da rea<jao e influenciada pela natureza dos 
componentes reativos (AAs , protema, peptidio e agucares). Isto significa 
que cada tipo de alimento pode apresentar um escurecimento especifico. 
Geralmente, a lisina e o aminoacido mais reativo, em razao da presents 
do grupo amina epsilon livre. 


Reagao de Maillard 

Reagao envolvendo aldefdo (agucar redutor) e grupos amina de 
aminoacidos, peptidios e protefnas em seu estadio inicial, seguida de 
varias etapas e culminando com a formagao do pigmento escuro 
(eq. 11.1). A reagao de Maillard e a principal causa do escurecimento 
desenvolvido durante o aquecimento e armazenamento prolongados do 
produto: 
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carbonila, que sao formados durante a oxidagao de lipfdios insaturados. 
No proccsso oxidativo de acidos graxos, compostos carbonilicos come 
aldeidos, peroxidos e epoxidos (Figura 1.1) sao formados e interagem 
com grupos amina dos aminoacidos e das protemas. 

Em situates em que as reaches de escurecimento nao-enzimatico 
sao indesejaveis, estas podem ser inibidas pela utilizagao de agentes 
quimicos ou criando-se condigoes adversas, como alterar o teor de agua 
ou pH do meio, reduzir a temperatura e remover uma das substancm 
reativas (para o caso do ovo em po, isto pode ser conseguido pela adica: 
da enzima glicose oxidase (antes da secagem) para degradar a glicose). 

De todas as formas utilizadas no controle, o procedimento mais 
empregado na inibigao da reagao de Maillard e a aplicagao do sulfito, que 
combina a habilidade de controle destas rea^oes com outras de 
importancia tecnologica (conservante c antioxidante). 


Efeito da temperatura 

A reagao ocorre em temperatura elevada. bem como em temperature 
reduzida, durante o processamento de alimcnto ou armazenamento. A| 
elevagao da temperatura resulta no aumento rapido da velocidade de 
escurecimento, aumentando de duas a tres vezes para cada incremento de 
10 °C. A temperatura afeta a composigao do pigmento formado, aumentand: 
o teor de carbono, bem como a intensidade do pigmento. 


Efeito do pH 

A intensidade da rea?ao de Maillard aumenta quase que 
linearmente na faixa de pH 3 a 8 e atinge a descoloraijao maxima na faixa 
alcalina (pH 9 a 10). Para que ocorra a rea?ao entre o a$ucar redutor e o 
grupo amina, e preciso que o par de eletrons do nitrogenio do aminoacido 
esteja livre, o que ocorre quando o pH e elevado. Contudo, quando se ten: 
o pH baixo, o ion H + protona o grupo amina (-NH. + ), nao existindo, nestt 
condiijao, o par de eletrons livre para reagir com o a?ucar redutor 
(eq. 11.2); consequentemente, diminuindo o pH, ocorre tambem « 
diminui?ao da velocidade da reaQao de Maillard. Porem, em pH muito 
baixo e presen^a do acido ascorbico, ocorre a rea 5 ao de escurecimento. 
provocada pela oxida<;ao da vitamina C: 
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eq. 11.2 



nh 2 


PROTEINA 

\ 


pH < PI PROTEINA pH > PI 

\ 


COOH 


COO - 


Tipos de amina presentes 

A reatividade dos aminoacidos envolvidos na reagao de Maillard e 
diferente entre si. A lisina com seu grupo amina epsilon e o mais reativo, 
pois o grupo amina encontra-se afastado da influencia do grupo COOH. 
Nesta situagao, a densidade do par de eletrons e maior no grupo amina 
livre e, conseqiientemente, maior tambem e a sua disponibilidade. 
Obviamente, o pH afeta a velocidade da reagao em fungao do ponto 
isoeletrico do aminoacido. 

Tipos de agucares presentes 

A presenga de agucar redutor e essencial para a interagao da 
carbonila com grupos amina livre. A reagao por si so nao esta confinada a 
monossacaridios, mas pode tambem ocorrer na presenga de dissacarfdios 
redutores (maltose e lactose). A natureza do agucar na reagao determina a 
reatividade: pentose > hexose > dissacaridio. Ja os dissacarfdios nao- 
redutores somente sao utilizados na reagao apos a hidrolise da ligagao 
glicosfdica. 

Teor de umidade 

A taxa de escurecimento e baixa ou mesmo zero em valores para 
atividade da agua elevada ou muito baixa. Entretanto, aumenta de forma 
rapida em valores intermediaries, dependendo de outras variaveis. O 
escurecimento e maior em valores intermediaries de aw entre 0,5 e 0,8 
(Figura 1.28). Em produtos desidratados, o equilfbrio da reagao e 
deslocado no sentido da formagao da glicosilamina (eq. 11.3), 
favorecendo a formagao do pigmento. 
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Sulfito 


O dioxido de enxofre e eficiente no controle da reagao de MaiU 
do escurecimento enzimatico e de microrganismos. Atua como inib 
da reagao, bloqueando a carbonila e prevenindo a condensagao de 
compostos pela formagao irreversivel de sulfonatos e a consequ 
formagao da melanoidina (eq. 11.3): 


eq. L 

OH 0 
H-i—O-S—ON*. 





I I 

ONa 

GLISOSE SULFITO 


ONa 


HIDROXISULFONATO 


Oxidagao da Vitamina C 


A vitamina C oxida rapidamente em solugao aquosa por process 
enzimatico e nao-enzimatico, especialmente quando exposta ao ar, calc* 
a luz. A reagao e acelerada por ions metalicos (Cu 4-4 e Fe +++) , e em meio^ 
baixa umidade a destruigao e fungao da atividade da agua. Na ausenciai 
catalisadores, o acido ascorbico reage lentamente com o oxigenio. 

A contaminagao com ions metalicos (ferro e cobre) durante 
processamento resulta no aumento da oxidagao do acido ascorbico pa 
deidroacido ascorbico. O deidroacido ascorbico e convertido (hidrobs 
irreversivelmente em acido dicetogulonico (eq. 11.4) e posteriormente. pe 
desidratagao seguida da descarboxilagao, ocorre a formagao do furfuraL 
reagao de polimerizagao subseqliente forma pigmentos escuros. A convessi 
do ac. ascorbico para dicetogulonico e a rota normal para a destruigae i 
vitamina C em alimentos. Tal como outros compostos dicarbonflicos 
dicetogulonico reage com aminas formando pigmentos escuros. 


eq. L 




H + ,0 : 


A 


o=c 

l 

o=c 


COOH 



J 


~1 


CO 



COOH 


HO-C 

CH,OH 


HO-C 

CH 2 OH 


H,0 


FURFURAL 


P 

O 

L. 


Ac.asc6rbico deidroAc. asc6rbico Ac. 2,3-dicetogul6nico melanoidina 
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Certas enzimas {peroxidase e acido ascorbico oxidase) presentes 
no alimento aceleram a oxidagao do acido ascorbico. Essas enzimas 
devem ser inativadas para prevenir as perdas oxidativas do acido 
ascorbico (eq. 11 . 5 ): 


eq. 11.5 


Ac. Asc. 


Ac. Asc. oxidase 


Peroxidase 


_► daa + h 2 o 


A oxidagao indireta do acido ascorbico ocorre pela agao das 
quinonas oriundas da oxidagao de compostos fenolicos pelas PPOs. A 
velocidade da oxidagao aerobica e dependente do pH; e mais rapida e a 
degradagao e maior em meio alcalino. Em pH muito acido, o ion 
hidrogenio catalisa a decomposigao do acido ascorbico pela hidrolise do 
anel da lactona e, com a adicional descarboxila^ao e desidrata?ao, ocorre 
a formagao do furfural e de acidos. 


A oxidagao aerobica do acido ascorbico produz, alem do 
deidroacido ascorbico (DAA), a agua oxigenada (eq. 11.6), resultando em 
adicional destruigao da vitamna C: 


eq. 11.6 

o 2 

Ac. Asc. — 7 —* DAA + H 2 Q 2 


Em frutas e vegetais desidratados, o escurecimento ocorre com a 
interagao do DAA com aminoacidos e, ou, protefnas atraves de reagoes 
envolvendo aminoacidos, de duas maneiras: pela formagao do 
deidroacido ascorbico, o qual reage com aminoacidos, formando 
compostos coloridos; ou, alternativamente, pela conversao para 2 - 
aldeidofurano, o qual se escurece rapidamente, principalmente na 
presenga de aminoacidos (Figura 11 . 1 ): 
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1 


Acido xil6nico 
+ 

CO, 


2,3 - Acido dicetogulOnico 


Acido oxAlico 


MELANOIDINAS 


DEIDROACIDO ASC6RBICO 


+2H 


Acido asc6rbico 





* 7 . 

AA j 

- T, 

FRUTOSE —. 

T, 


PIGMENTO ESCURO 


FURFURAL -I- CO, 


Figura 11.1 - Produtos de degradagao do acido ascorbico. 


As perdas mais significativas no processamento de alimento sao o 
resultado da degradagao quimica. Em alimentos ricos em acido ascorbicc. 
a perda esta associada com as reagbes de escurecimento nao-enzimatica 
No processamento de frutas, a utilizagao de S0 2 reduz as perdas de acido 
ascorbico durante o processamento e armazenamento. 

O sulfito adicionado reduz o peroxido de hidrogenio formado pel* 
oxidagao do acido ascorbico na presenga de Cu**, protegende 
indiretamente, desta maneira, o acido ascorbico da oxidagao (eq. 11.7): 

eq. 11. ~ 

Ac. Asc. + 2Cu ++ —> DAA + 2Cu + + 2H + 

2Cu + + 2H + + 0 2 ^ 2Cu- + H 2 0 2 
h 2 o 2 + S0 3 " ^11,0 + S0 4 " 

Com a adigao do S0 2 , o deidroacido ascorbico (DAA) fon 
produto de adigao ( DAA-S0 2 ), prevenindo sua participagao nas reagoes 
escurecimento nao-enzimatico. Outra forma de agao do sulfito 
controle do escurecimento se verifica na interrupgao das reagoes 
formagao de compostos carbonflicos. 

O armazenamento de sucos concentrados por longos perfodos 
tempo requer condigoes de congelamento, para evitar as reagoes 
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escurecimento nao-enzimatico. O suco concentrado de laranja contendo 
elevados niveis de acido ascorbico escurece mais rapidamente que o 
suco de maga, de pera e de uva, em razao dos baixos niveis de acido 
ascorbico. 

A concentragao de acido ascorbico em frutas e vegetais varia com 
as condigoes de crescimento, maturagao e tratamento pos-colheita 
(Tabela 11.1). Geralmente, o acido ascorbico em frutas e mais estavel que 
em vegetais em razao de sua maior acidez. A origem do suco de fruta por 
si so determina a estabilidade do acido ascorbico. Por exemplo, a 
estabilidade no suco de laranja e maior que no suco de maga; no de 
abacaxi, e maior que no suco de limao; e no suco de laranja, e maior que 
no suco de limao. A razao, entretanto, nao esta devidamente esclarecida, 
mas acredita-se na participagao de flavonoides atuando na inibigao da 
oxidagao enzimatica (bloqueando a formagao de radicais livres) e da nao- 
enzimatica (complexando metais) e, possivelmente, do acido citrico 
atuando tambem na complexagao de metais. 


Tabela 11.1 - Conteudo aproximado de acido ascorbico em frutas e 
vegetais 1 


Produto 

Ac. Ascorbico 
(mg/100 g) 

Ac. ascorbico 
(mg/100 g) 

Vegetais 


Frutas 


Aspargo 

15-30 

Abacate 

13-37 

Batata 

10-30 

Abacaxi 

20-40 

Brocolis 

90 - 150 

Acerola 

1300 

Repolho 

30-60 

Caju 

200 - 300 

Couve-flor 

60-80 

Goiaba 

200 - 300 

Cenoura 

5-10 

Banana 

5-10 

Cebola 

10-30 

Limao/laranja 

50-80 

Ervilha 

10-30 

Maga 

10-30 

Pimentao 

125 - 200 

Manga 

10-100 

Tomate 

10-30 

Maracuja 

20-30 

Espinafre 

50-90 

Melao 

10-33 



Morango 

40-90 



Pessego 

7-14 
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A destruisao anaerobica do acido ascorbico deve ser tambem 
levada em considera^ao. A velocidade desta rca 9 ao e independente dc 
pH, exceto na faixa entre 3 e 4, em que ha um ligeiro aumento da 
oxida?ao. Dentre os aceleradores desta rea^ao estao a frutose, frutose 
fosfato, frutose-1,6-difosfato, sacarose e frutose caramelizada, sendo 
produto final da rea^ao o furfural e o C0 2 (Figura 11.1). 




Reagao de Caramelizagao 


A rea^ao envolve a degrada^ao do agucar na ausencia de 
aminoacidos ou proteinas. Os a^ucares no estado solido sao relativamente ] 
estaveis ao aquecimento moderado, mas em temperatura acima de 120 °C 
sao pirolisados para diversos produtos de degradagao de alto PM c 
escuros, denominados caramelo. 

A reagao se inicia pela desidrata^ao do a^ucar redutor com j 
rompimento das liga^oes glicosidicas, introdugao de liga^ao dupla i 
(eq. 11.8) e forma^ao de intermediaries incolores de baixo PM; os' 
polissacarfdios sao inicialmente hidrolisados para monossacandios. 


eq. ll.M 


,o 


,0 

HC 


HC 

C-OH 

1 

C-OH 

II 

HO-CH 

l 


CH 

HC-OH 

l 


HC-OH 

HC-OH 

1 


HC-OH 

ch 2 oh 


CIIjOH 

GLICOSE 


GLICOSE 


H,0 


HC 

4-1 

CHI 
» O 

IIC-OH T 
l 

HC- 1 

CH,OH 


H,0 




11 ~k 

"O^C-O 

ch,oh ^ 

HMF 


MELANOIDINAS 


A composi^ao quimica do pigmento e extremamente complexa i 
pouco conhecida, muito embora caramelos obtidos de diferentes a^uca 
sejam similares em composigao. A fragao de baixo PM presente na 
mistura caramelizada possui, alem do a^ucar que nao reagiu, acid: 
piruvico, aldefdos e derivados do furano. 

A rea^ao de carameliza^ao e essencialmente ionica, podendo 
catalisada por acidos (pH:2-4) ou bases (pH:9-10). A velocidade 
rea^ao e maior em meio alcalino. 
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Reagoes de Escurecimento em Alimentos 

Batata 

O escurecimento nao-enzimatico da batata ocorre em razao da 
intera^ao da glicose com a asparagina formando o ciclamen. Este se 
polimeriza durante a fritura formando complexo escuro. A asparagina esta 
presente em concentrates elevadas no tuberculo e a glicose e o substrato 
limitante. Esta se origina da degrada?ao do amido e niveis acima de 0,35 
mg.g' 1 tuberculo resulta em severo escurecimento (eq. 11.9): 

eq. 11.9 

Proteina soluvel Amido 


Aminoacido Glicose 

t 1 

Asparagina -► Ciclamen . Fritura Ciclamenpolimerizado 

(complexo escuro) 


Leite e derivados 

Sao muito sensiveis as rea^oes de escurecimento nao-enzimatico, 
em razao do elevado teor de lactose e da presen^a de proteinas 
termossensiveis, especialmente proteinas do soro. Como consequencia 
negativa, durante o tratamento termico ocorre a altera<jao da cor, alem da 
destruigao da lisina. 

Durante o tratamento industrial do leite e, ou, domestico, a 
destrui<;ao da lisina varia de acordo com o tempo e processo de 
aquecimento. Por exemplo, em leite pasteurizado a perda e em torno de 
3% e, no esterilizado, de 8 a 12%; dependendo do processo de secagem 
do leite, pode ocorrer perda de ate 30%. A intensidade das rea?oes 
durante o armazenamento do leite em po e evaporado depende da 
temperatura e umidade do produto. 
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Came e derivados 

Sao relativamente resistentes as reagoes de escurecimento nao- 
enzimatico, em razao da acidez natural e do baixo teor de agucares 
reativos. Em peixes, as reagdes sao mais intensas, pelo fato de possufrem 
alto teor de ribose ou pelo aumento do pH em razao de alteragoes 
verificadas post mortem. 

Cereais e derivados 

As reagoes durante o processamento de cereais resultam na 
destruigao da lisina, mas, por outro lado, ocorre a formagao de flavor e de 
coloragao desejaveis, em razao das reagoes de Mail lard e de 
caramelizagao. As reagoes podem ser induzidas pela adigao de agucares 
redutores ou, naturalmente, pela hidrolise do amido. 

Os graos sao estaveis quando intactos, mas com a moagem iniciam- 
se as reagoes. Secagem de macarrao, cozimento de pao etc. resultam em 
alta destruigao da lisina, especialmente em temperatura elevada e baixo J 
teor de umidade. 

Vegetais e derivados 

No processamento de frutas e vegetais, as reagoes de deterioragao 
resultantes sao importantes em produtos concentrados e desidratados, 
principalmente em vegetais nao-acidos ou com baixa acidez e ricos em 
agucares e aminoacidos. O controle do processo de secagem e critico para 
a qualidade do produto final, e o escurecimento atinge o maximo na faixa j 
de a w entre 0,53 e 0,55 (Figura 1.28). 

Em produtos esterilizados como frutas enlatadas nao ocorre 
escurecimento significativo, em razao do elevado teor de agua e da acidez 
do meio (pH: 3-4). Nestas condigoes, as reagoes de escurecimento nao- ! 
enzimatico nao sao importantes, exceto se estas contiverem antocianinasl 
(Capitulo 13), como em picles e sucos. 

Cafe 

A composi<;ao do grao de cafe verde consiste principalmente de 
carboidratos, incluido os polissacandios (glucomanas, celulose), j 
dissacaridios (sacarose) e monossacan'dios (glicose, galactose, arabinose. 
frutose, manose, manitol, xilose e ribose), lipfdios (triglicerfdios 1 

esterois (estigmaesterol, sitosterol), acidos graxos (linoleico, linolenico,3 
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oleico, palmitico, estearico, araquidico, lignocerico e behenico), 
diterpenos (cafestol e kahweol), tocoferol e tocotrienois, protemas, 
aminoacidos livres (asparagina, glutamico, alanina, aspartico e lisina). 
Possui diversas especies de xantinas (cafeina, teobromina e teofilina). 
Outros componentes incluem os acidos volateis alifaticos (formico e 
acetico) e acidos na-volateis (latico, tartarico, piruvico, citrico), 
trigonelina e acido nicotinico). 

A polpa, subproduto obtido durante o processamento umido do 
fruto, corresponde a 29% do grao de cafe verde. O descarte desta torna-se 
fonte de polui^ao, sendo em parte, aproveitado como ingrediente de ra$ao 
para sumo, aves e gado. Entretanto, fatores antinutricionais da polpa 
como a cafeina e polifenois afeta o crescimento e desenvolvimento dos 
animais quando utilizado acima de 10% na ra?ao. 

Os compostos fenolicos participam da forma^ao do flavor do cafe 
torrado, sendo produzidos pela degrada^ao termica de carboidratos , 
acido clorogenico e ligninas. Aproximadamente, 791 substancias volateis 
(Tabela 11.2) sao encontrados no cafe torrado, sendo ~7% identificados 
como fenois. Tanto a temperatura como o tempo utilizado na torrefagao 
influencia na produgao e composigao de fenois. O teor de acido 
clorogenico diminui com o aumento da temperatura e do tempo durante o 
processo de torrefagao, enquanto o teor de cafeina permanece inalterado. 
Alem da torrefagao, a descafeinagao tambem remove quantidades 
substanciais de acido clorogenico. 

O catecol predomina sobre os demais tipos de fenois encontrados 
no aroma do cafe (Figura 11.2), oriundo da degradagao do acido qumico 
e cafeico. 


H °> C f\ 240* C 

HOl <OH 
ACIO QUtNICO 


OH OH OH OH 

<Sr“ . § . 6 

CATECOL PIROGALOL OH FENOL 

HIDROQUINONA 


OH 



CI1 = CH 2 — COOH 


Acroo cafEico 



CATECOL 



ETILCATECOL 4 - VIN1LCATECOL 3 , 4 - DIHIDROXICINAMALDEtDO 


Figura 11.2 - Degradagao do acido qumico e cafeico durante a torrefagao. 
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Na torrefagao de cafe, os graos sao submetidos a condigoes 
variaveis de temperatura, para se obterem sabor, cor e flavor agradaveis. 
Dependendo da temperatura, do tempo e da luminosidade, um produto 
final escuro ou mais claro pode ser obtido. 

Varios componentes, como agucares redutores e polissacarfdios. 
sao os precursores da reagao. Os agucares redutores sao decompostos 
rapidamente em temperaturas mais baixas, enquanto os polissacarfdios 
nao-redutores (amido, celulose e outros componentes) sao inicialmente 
hidrolisados com o aquecimento para agucares redutores e. 
subseqUentemente, transformados em pigmentos escuros. Em temperatura 
mais amena, a hidrolise para monossacarfdios e mais rapida que sua 
decomposigao e o produto final e mais claro. Em temperatura mais 
elevada, a degradagao do agucar redutor e mais rapida e o produto final, 
mais escuro. 

O grao verde nao possui o aroma tipico de cafe, e somente apos o 
tratamento termico o sabor caracterfstico e entao percebido. O sabor dc 
cafe e devido a cafeina, a acidos (acetico, formico, clorogenico e citrico), 
a substancias fenolicas e volateis formados durante o tratamento termic: 
do grao. Este processo e caracterizado pela diminuigao de substancias 
“velhas” e formagao de novas. A temperatura utilizada, na faixa de 200 a 
250 °C (5-15min), promove diversas alteragoes: expansao do grao (50 a 
80%), alteragoes na estrutura e coloragao. A cor esverdeada toma-se 
escura com o aparecimento do aroma tipico e ocorre perda de 13 a 20‘S 
em peso. Quatro fases podem ser distinguidas: 

(1) A alteragao inicial ocorre em temperatura igual ou acima del 
50°C, com o inicio da desnaturagao da proteina e a evaporagao de agua. 

(2) O escurecimento do grao ocorre acima de 100 °C, devido * 
decomposigao termica e pirolise de compostos organicos. 

(3) Liberagao de produtos volateis (H 2 0, C0 2 e CO) a temperatisa 
de 150 °C, resultando no aumento de volume do grao. 

(4) A fase final de decomposigao, que se inicia em temperate* 1 
entre 180 e 200 °C, e caracterizada pela liberagao do aroma tipico. Acubb] 
de 200 °C ocorrem reagoes de condensagao e polimerizagao, com m 
formagao de melanoidinas e de compostos aromaticos. O teor de umidaaej 
neste ponto situa-se entre 1,5 e 3,5%. 


i 
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- Composi^ao do cafe torrado 

A composiQao e muito variavel (Tabela 11.2) 
variedade e da extensao do tratamento termico. 

Tabela 11.2 - Composi^ao do cafe torrado (arabica) 

e depende da 

Constituintes 

Teor (%) 

Umidade 

2,5 

Protefna 

9,0 

Polissacarfdios, insoluveis em agua 

24,0 

Polissacarfdios, soluveis em agua 

6,0 

Sacarose 

0,2 

Glicose, frutose, arabinose 

0,1 

Lipfdios 

13,0 

Ac. clorogenico 

3,7 

Acido formico 

0,1 

Acido acetico 

0,25 

Ac. latico, piruvico, oxalico, tartarico, cftrico 

0,4 

Cafefna 

1,2 

Trigonelina 

0,4 

Acido nicotfnico 

0,02 

Aromas volateis 

0,1 

Minerais 

4,0 

Nao identificados 

35,0 


- Protefnas 

0 aquecimento da protefna na presensa de carboidratos altera 
substancialmente a sua composi^ao. Os aminoacidos reativos, como 
arginina, aspartico, cistina, histidina, lisina, serina, treonina e metionina, 
diminuem no cafe torrado, representando cerca de 18% de perda. Um 
numero consideravel de pirazinas e originado da decomposi^ao de 
aminoacidos e protefnas. 
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- Carboidratos 

Os carboidratos presentes, como a celulose e outros polissacarfdios 
(manose, galactose e arabinose) insoluveis, sao, em sua maioria. 
degradados durante o aquecimento para fragmentos menores soluveis. A; 
sacarose presente no grao e decomposta para monossacarfdios. Da 
pirolise da sacarose e de outros a<jucares, sao formados os compostos 
heterociclicos (furanos, pirroles, pirazinas, tiofenos, tiazoles e oxazoles). 
Durante o tratamento termico, os polissacarfdios sao caramelizados e os 
aminoacidos, pirolizados. Os produtos da rea^ao de Maillard sao 
formados em elevada concentragao, sendo os principais contribuidores do 
aroma do cafe. Os hidrocarbonetos, alcoois e compostos carbonflicos sao 
derivados de carboidratos durante a torrefagao. 

- Melanoidinas 

Sao compostos de Colorado escura presentes na fra^ao soluvel dc 
cafe torrado ou derivado da rea^ao de Maillard ou da carameliza^ao it 
carboidratos. 

- Lipfdios 

E essencialmente urn oleo vegetal tfpico, com predominance dos 
acidos graxos linoleico e palmftico, contendo alta percentagem 
insaponificaveis (-11%), dos quais fazem parte principalmente ad 
diterpenos cafestol e caveol (cap. 18). A fra?ao lipfdica e bastante estav^l 
e sobrevive ao aquecimento, com pequenas alteragoes. O cafe arabka* 
contem maiores quantidades de oleo que o robusta, com teores variand* 
de 10,5 a 17,7% e 8 a 10%, respectivamente. A torrefa?ao praticameflBi 
nao afeta a quantidade absoluta do oleo, entretanto, a perda da umidsde 
aumenta o seu teor relativo. 

- Acidos 

O acido clorogenico e o mais abundante e, durante o process© m 
torrefa?ao, 30-70% e decomposto, dentre outros, para acido qufnico. 0 U 
compostos fenolicos sao os principais entre os aromaticos e sao deriva_ 
da decomposi^ao termica do acido clorogenico. Os acidos formicoj 
acetico predominam entre os acidos volateis, enquanto os nao-vola: 
sao o latico, tartarico, piruvico e cftrico. 
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-Taninos 

Sao parcialmente decompostos para substancias fenolicas volateis 
durante a torrefa^ao. 


- Cafeina 


Possui ligeiro sabor amargo e se decompoe muito pouco durante o 
aquecimento. A trigonelina (eq. 11.10), diferentemente da cafeina, a qual 
e termicamente estavel, e decomposta para diversas piridinas e pirroles: 



ch 3 


Trigonelina 



CH, 


> 


eq. 11.10 


- Conslituintes volateis 

O cafe torrado e um dos produtos especialmente ricos em aroma. 
Quase 800 componentes ja foram descritos na literatura (Tabela 11.3), 
sendo a metade constituida de compostos heterociclicos (furanos, 
pirrones, lactonas, pirroles, piridinas, pirazinas e tiofenos). Nenhum dos 
791 compostos identificados por si so possui o aroma tipico. Estes devem 
estar presentes na mistura em proposes e quantidades corretas, para que 
se tenha a percepgao sensorial total do aroma. 

Os fenois predominam entre os compostos aromaticos, sendo 
derivados da decomposi^ao termica do acido clorogenico e os compostos 
heterociclicos sao derivados da pirolise da sacarose e outros a?ucares. 

No processo de torrefagao do cafe, diferentes colora?6es do grao 
podem ser obtidas. Mais claro, utiliza-se em temperatura entre 200- 
220°C/3 a 10 min, ocorrendo perdas entre 14-17%, e Colorado mais 
escura (expresso) em temperatura de 230 °C, com perdas de ate 20%. Em 
rela^ao ao armazenamento, o cafe verde pode ser armazenado por ate 3 
anos, enquanto o torrado e embalado comercialmente (lata, plastico, 
vidro) por ate 10 semanas. Para o grao torrado inteiro e embalado na 
ausencia de oxigenio (embalagem a vacuo) se mantem por ate oito meses, 
mas tao logo seja aberta a vida util cai para 1-2 semanas. 
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Tabela 11.3 - Classes de compostos aromaticos em cafe 


Classe qufmica 

Numero de compostos 

Hidrocarbonetos 

74 

Alcoois 

20 

Aldefdos 

30 

Cetonas 

73 

Acidos 

25 

Esteres 

31 

Lactonas 

3 

Fenois 

48 

Furanos 

127 

Tiofenos 

26 

Pirroles 

71 

Oxazoles 

35 

Tiazoles 

27 

Piridinas 

19 

Pirazinas 

86 

Aminas e compostos nitrogenados 

32 

Compostos sulfurosos 

47 

Outros 

17 


791 


Tiofeno 




1 | 

Pirazina 

1 

1 1 




Tiazole 


— N 

J 


Furano | 


Oxazole 


Pirrole 


I-N 

o 




Piridina 


Lactona 


\nA 


O 
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Em armazenamento na presenga de ar, o sabor do cafe se deteriora 
de forma rapida, provavelmente devido a oxidagao de furanos, lipidios 
(formagao de radicals livres durante a torrefagao) e derivados sulfurosos; 
porem, em condigoes de estocagem a vacuo, a qualidade e preservada 
durante meses. O sabor acido e proveniente de diversos acidos organicos, 
em particular os fenois acidos (7,5% de "peso seco"), incluindo os acidos 
ferrulico, cafcico e, principalmente, clorogenico. 

O sabor do cafe depende tambem do pH da bebida. Utilizando-se 
42,5g/l de cafe torrado a temperatura mais baixa (-200 °C), o pH deve ser 
entre 4,9 e 5,2. Com pH abaixo de 4,9, o cafe possui sabor acido e, acima de 
5,2, amargo. Geralmente, o pH da variedade robusta e mais alto que o da 
variedade arabica. Dependendo do processo de obtengao da bebida (tamanho 
da partfcula, tipo regular - 50g/l - e expresso - 150g/l -, temperatura da agua 
etc.), 18-35% do cafe torrado e solubilizado, e o teor de materia seca varia de 
1 a 3%. A composigao e apresentada na Tabela 11.4. 

Tabela 11.4 - Composigao da bebida (arabica, 50g/l) 

Constituinte Teor (% "peso seco") 


Proteina 

6 

Polissacarfdios 

24 

Sacarose 

0,8 

Monossacarfdios 

0,4 

Lipfdios 

0,8 

Acidos volateis 

1,4 

Acidos nao-volateis 

1,6 

Acido clorogenico 

14,8 

Cafeina 

4,8 

Trigonelina 

1,6 

Compostos volateis (aroma) 

0,4 

Minerals 

14 

Nao identificados (pigmentos, const, amargo etc.) 

29,4 
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Escurecimento Nao-Enzimatico: Reagao e 
Controle 

Reagentes 

- Solu^ao de monoglutamato de sodio 30,0%. 

- Bissulfito de sodio. 

- Hidroxido de sodio 2,0 N. 

- Solu^oes de glucose, sacarose e frutose (25,0%). 

Procedimento 
Parte A 

- Preparar 12 tubos de ensaio com rosea contendo 2,0 ml 
solu^ao de monoglutamato de sodio + 5,0 ml de agua + 2,0 ml 
glucose. 

- Tomar quatro tubos e adicionar 0,05 g de NaHS03; aquecer em 
banho-maria por 0, 15, 30 e 60 minutos. 

- Tomar quatro tubos e adicionar 0,5 ml de NaOH 2 N; aquecer em 
banho-maria por 0, 15, 30 e 60 minutos. 

- Submeter os quatro tubos restantes a aquecimento. 

Parte B 

Preparar 12 tubos de ensaio com rosea contendo 2,0 ml de 

monoglutamato de sodio + 2,0 ml de sacarose + 5,0 ml de agua e 

prosseguir como na parte A. 

Parte C 

Preparar 12 tubos de ensaio com rosea contendo 2,0 ml de 

monoglutamato de sodio + 2,0 ml de frutose + 5,0 ml de agua e 

prosseguir como na parte B. 

Parte D 

Fazer a leitura a 340 nm, no Spectronic 20, reproduzir graficamente 
os resultados obtidos (absorvancia x tempo de aquecimento) e explicar os 
resultados. 






Escurecimento Nao-Enzimatico 


433 


Exerci'cios 


1 - Os seguintes resultados foram obtidos apos leitura no 
Spectronic-20; reproduzir graficamente e explicar os resultados: 


%T (340 nm) 

Tubo/Aquec.(min) 

GLU+MSG 

FRU+MSG 

SAC+MSG 

1/0 

94 

94 

94 

2/15 

91 

40 

92 

3/30 

43 

18 

92 

4/60 

14 

8 

86 


2 - Foram preparados 12 tubos contendo a seguinte solu^ao: 2,0 ml 
MSG + 2,0 ml de glicose; apos os tratamentos abaixo especificados, 
aqueceram-se os tubos em banho-maria durante 0, 15, 30 e 60 minutos. 

- Tratamento 1 : em quatro tubos foi adicionado 0,05 g de NaHSO r 

- Tratamento 2: em quatro tubos foi adicionado 0,5 ml de 
NaOH 2N. 

- Tratamento 3: os tubos restantes (controle) foram aquecidos. 

Os resultados obtidos apos a leitura no Spectronic-20 (A J40 mn ) 
encontram-se discriminados a seguir; reproduzir graficamente e explicar 
cada tratamento: 

n: 


Absorvancia (340 nm) 

Tratamento 

0 

15 

30 

60 (min) 

NaOH 

0,06 

1,2 

1,5 

1,7 

NaHS 03 

0,06 

0,06 

0,10 

0,30 - 

Controle 

0,0 

0,10 

0,50 

1,0 
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Enzimas: Catalase e Peroxidase 

Introdugao 

Frutas e vegetais armazenados, mesmo a temperatura de 
congelamento, podem-se deteriorar em razao da presen^a de certas 
enzimas. Consequentemente, os vegetais e algumas frutas, para serem 
preservados por enlatamento, congelamento ou desidrata?ao, sao, em sua 
maioria, branqueados para inativar as enzimas. 

As enzimas catalase e peroxidase ocorrem em plantas, animais e 
microrganismos e sao utilizadas para testar a eficiencia do 
branqueamento de frutas e vegetais antes de seu congelamento e 
armazenamento. Ambas possuem o grupo prostetico ferriprotoporfirina 
(Fe +++ ): urn grupo prostetico em peroxidase e quatro em catalase , os 
quais influenciam as rea?oes qufmicas catalisadas por estas enzimas. 



Atividade Enzimatica 

Acredita-se que a fun$ao da catalase e das peroxidases, bem como 
da superoxido dismutase, e proteger os tecidos animal e vegetal contra os 
efeitos toxicos da H,0, formada durante o metabolismo celular. A 
remo§ao da H 2 0, (eq. 12.1), em mvel celular, evita a formaqao do 
oxigenio singlete (’ 02 ) pela reaijao com o O,* - (Capitulo 3). A 
lactoperoxidase em leite tem a^ao antibacteriana. 
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2H 2 0 2 


catalase 

-► 


2H 2 0 + 0 2 


eq. 12.1 



Essa enzima e importante, dos pontos de vista nutricional, de 
Colorado e flavor. Por exemplo, a atividade da peroxidase pode levar a 
destrui?ao da vitamina C e descolora<jao de carotenoides e antocianinas. 
alem de catalisar (grupo heme) a degrada^ao nao-enzimatica de acidos 
graxos insaturados, com a conseqiiente formagao de compostos volateis I 
(sabor oxidado). 

A atividade da peroxidase esta associada ao aparecimento de 
sabores estranhos em alimentos termicamente processados de maneira j 
inadequada, sem que ocorra a inativagao da enzima. 

E capaz de oxidar compostos fenolicos somente na presen 9 a de 
H 2 0 2 (eq. 12.2). Sua detec^ao e baseada no desenvolvimento da cor na J 
presen^a do substrato: guaiacol-agua oxigenada. O complexo I 
peroxidase-peroxido formado oxida o guaiacol (incolor), transformando-o | 
em um produto final colorido. 
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eq. 12.2 



TETRAGUAJACOL 


PEROX 



H 2 0 + AH* ^_ U 

AH _I 

PEROX - Fc ( 4 ) OH 

(vcrmclho) 


PEROX - Fc( 3 ) • H 2 0 2 


AH* 




(vcrdc) 


A (doador de hidrogenio): GUAIACOL, PIROGALOL, TIROSINA, FLAVONblDES 


Controle 

A peroxidase e considerada uma das enzimas mais termorresistentes, 
de forma que, quando inativada, certamente as demais enzimas e os 
microrganismos patogenicos serao destruidos. Na maioria dos casos, o 
branqueamento entre 90-100 °C/3,0 min e o suficiente para destruf-la. 

No processamento de frutas e vegetais, a peroxidase e a principal 
responsavel pela forma^ao de flavor estranho durante o armazenamento 
de produtos enlatados, principalmente em vegetais nao-acidos. Sua 
atividade diminui em pH baixo e pH elevado. A perda da atividade 
observada com acidifica^ao e atribuida a mudangas do estado nativo para 
a condi^ao desnaturada, ocasionada pela libera^ao do grupo heme da 
proteina. Portanto, a altera^ao da atividade com o pH esta relacionada 
com a mudanga estrutural na molecula da enzima. A regenera^ao da 
enzima apos o tratamento termico e dependente do pH, e valores entre 5,0 
e 8,0 recuperam sua atividade, enquanto em pH abaixo de 5,0 ocorre 
adicional perda. O pH otimo para atividade da peroxidase varia com a 
fonte, oscilando de 3,0 a 7,0. 

O inibidor quimico mais frequentemente utilizado no controle da 
peroxidase na industria e o dioxido de carbono ou sulfitos. A utilizagao 
de 0,1 a 0,15% de metabissul fito de sodio previne a forma^ao de flavor 
estranho durante o armazenamento de vegetais processados. A acao do 
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sulfito se verifica na destruigao da H,0, (S0 2 + H,0 2 —> SO" + H 2 0), 
bloqueando a atividade da enzima, pela manutengao do substrato (doador 
de hidrogenio) na sua forma reduzida. 

Para o enlatamento e congelamento de vegetais, e importante que o 
procedimento de branqueamento seja adequado, evitando o 
desenvolvimento de sabores e odores estranhos no produto processado 
durante o seu armazenamento. Diversas enzimas, como a catalase, 
peroxidase, polifenoloxidase e lipoxigenase, devem ser inativadas pelo 
branqueamento para se garantir produto congelado estavel. 

Metodo simples, mas nao quantitative, para verificar a adequagao 
do branqueamento e a adigao de uma gota de solugao 0,5 a 3,0% de 
peroxido de hidrogenio na superficie cortada do vegetal branqueado. O 
aparecimento da Colorado rosea indica a presenga da peroxidase, 
enquanto o aparecimento de bolhas indicam presenga de oxidase. 

A diminuigao da atividade da peroxidase e considerada o melhor 
indicador de qualidade em vegetais congelados. Entretanto, a enzima 
desnaturada tende a regenerar sua atividade durante o armazenamento. A 
estabilidade ao calor e distribuigao das varias peroxidase isoenzimas nos 
tecidos nao e necessariamente uniforme. Finalmente, em tomo de 1 a 
10% da atividade da peroxidase associada ao tecido vegetal nao e 
sensivel ao calor. Grandes variagoes existem em termos de atividade da 
enzima em vegetais (Tabela 12.1), sendo a mais alta encontrada em 
repolho (562 U/Kg) e a menor em cebola (8 U/kg). 


Tabela 12.1- Atividade da peroxidase em vegetais 


Vegetal 

Atividade da peroxidase 
(Unidades/kg) 

Repolho 

562 

Vagem 

515 

Abobora 

361 

Espinafre 

195 

Aipo 

41 

Batata 

40 

Alho-porro 

37 

Cenoura 

12 

Cebola 

8 
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Catalase e Peroxidase: Atividade e Controle 

Reagentes 

- Agua oxigenada 0,3%. 

- Guaiacol 0,5%. 

Procedimento 

A - Teste para Catalase 

- Transferir, para dois tubos de ensaio, 5,0 ml do filtrado de ma?a. 

- Aquecer um dos tubos em agua quente/5,0 min. 

- Adicionar 5,0 gotas de agua oxigenada em cada tubo. 

- Inverter os tubos, mas nao agitar. 

- Deixar em repouso por alguns minutos, observar e explicar as 
rea<joes. 

B - Teste para Peroxidase 
Parte A 

- Tomar metade de uma ma?a descascada e homogeneizar em 
liquidificador com 250,0 ml de agua fria. 

- Transferir 2,0 ml do filtrado de ma$a para o tubo de ensaio 
contendo 20,0 ml de agua. 

-Adicionar 1,0 ml da solugao de guaiacol 0,5% (doador de 
hidrogenio) e 5,0 gotas de agua oxigenada 0,3%; agitar. 

- Preparar o branco contendo todos os ingredientes simulta- 
neamente, exceto H 2 0 2 . 

- Observar mudan?a na Colorado no periodo de 3,0 min. 

- Descrever a rea?ao quimica. 

Parte B 

- Pesar cinco amostras de vagem (5,0 g cada) e aquecer, em agua 
fervente, durante 1, 2, 3, 4, 6 e 8 min (controle no tempo zero). • 

- Resfriar rapidamente em agua gelada (2,0 min). 
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- Amassar cada amostra cm mortar + 30,0 ml de agua fria. 

- Transferir para o bequer devidamente identificado e adicionar 1,0 
ml de guaiacol 0,5% + 0,5 ml de H,0,. 

- Agitar, deixar em repouso durante 3,0 min e filtrar. 

- Fazer leitura em Spectronic 20 a 420 nm. 

- Reproduzir graficamente (absorvancia x tempo de aquccimento) 
os resultados obtidos e observar o tempo de aquccimento para 
inativa^ao da enzima. 


Exercicios 

1 - Os seguintcs dados foram obtidos em experimento para 
inativacjao da peroxidase em vegetal (Spectronic 20 a 420 nm). 


Branqueamento 

% T 

1 min 

0 

2 min 

3,0 

3 min 

14,5 

4 min 

23,0 

6 min 

27,0 


- Reproduzir graficamente os dados acima e determinar o tem 
necessario para inativar a peroxidase. 

- Qual o pigmento responsavel pela absorgao e como e formado? 

- Por que ocorre a diminui^ao da absorvancia com aquecimento? 

2 - A determinagao da atividade da peroxidase em cenoura e na 
foi obtida conforme os dados a seguir: 

- amostra = 40 g (85% de umidade) + 400 ml de aj 
homogeneizada em liquidificador e filtrada; e 

- aliquota = 0,3 ml. 
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A - Cenoura 

S/Branqueamento 

1 min Branq. 

4 min Branq. 

Tempo (s) 

% T 

% T 

% T 

0 

100 

100 

100 

30 

76 

100 

80 

60 

75 

70 

80 

90 

74 

70 

“ 

120 

72 

76 

“ 

150 

71 

76 

“ 

180 

70 

76 

“ 

210 

69 

76 


240 

68 

76 

“ 

270 

66 

76 

“ 

300 

65 

76 

“ 

B - Nabo 

S/Branqueamento(l : 10) 

1 min Branq.(1:5) 4 min Branq. 

Tempo (s) 

%T 

%T 

% T 

0 

100 

100 

100 

15 

90 

89 

94 

30 

68 

72 

94 

45 

58 

57 

94 

60 

46 

44 

•• 

75 

38 

36 


90 

31 

29 

cc 

105 

26 

24 

“ 

120 

22 

20 

“ 

135 

18 

17 


150 

16 

“ 
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1 - Determinar a atividade da peroxidase nos extratos branqueados 
e nao-branqueados (AA/min/grama). 

2 - Reproduzir os dados graficamente (alividade da peroxidase a 
420 nm e a diferentes tempos de aquecimento). 


3 - Discutir os resullados. 
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CORANTES NATURAIS 


Introdugao 

A cor, possivelmente mais que qualquer outro fator, influencia 
significativamente a aceitabilidade do produto. Geralmente, afeta o 
julgamento, sendo utilizada como forte indicador de qualidade; portanto, 
o desenvolvimento de produtos de aparencia atrativa e importante para a 
industria de alimentos. 

A utilizagao dos corantes naturais requer o conhecimento quimico 
de suas moleculas para adapta-las as condigoes de uso em processos, 
embalagens e distribuicao. Atualmcnte, permite-se o uso de sete corantes 
artificiais (Apendice 8), por diversas razoes tecnicas: estabilidade, 
pureza, disponibilidade e superioridade tecnologica com relagao aos 
corantes naturais. Sua utilizagao e limitada por diversos fatores: 
imposigoes legais, publicidade adversa e interesse do consumidor por 
produtos naturais. 

Recentemente, os corantes artificiais tern sido questionados por 
certos segmentos da popula§ao, e essa tendencia, aliada a publicidade 
continua e adversa, tern aumentado o interesse pelos corantes de origem 
natural. Nao se pode culpar o publico por ainda acreditar que os aditivos 
naturais sao melhores que os artificiais. Os consumidores sao inundados 
com mensagens nos rotulos, como “contem somente ingredientes 
naturais” e “isento de aditivos artificiais”. Questiona-se sua utilizagao 
com argumentos de que nao sao necessarios e na cren$a de que os 
produtos naturais sao inerentemente inocuos e melhores que os artificiais. 

Na pratica, alguns corantes naturais, alem das dificuldades 
tecnologicas de utilizagao, sao problematicos devido a falta de 
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informaqoes toxicologicas suficientes. Por exemplo, em estudos 
conduzidos pelo Comite Cientlfico Europeu (1982) foram encontradas 
mais rea^oes adversas (urticaria) provocadas pela ingestao do corante 
naturais urucum que da tartrazina. A palavra natural nos rotulos e 
importante economicamente, e sua utiliza 9 ao na rotulagem transmite a 
sensaqao de produto saudavel. Entretanto, a sua inocuidade deve ser 
confirmada, visto que nem tudo que e natural e sinonimo de saudavel. 

Os pigmentos naturais em alimentos sao derivados de diversas 
substancias: 

1 - Substancias fenolicas e produtos de sua oxidacao. 

2 - Derivados de porfirinas, como grupo heme e clorofilas. 

3 - Pigmentos escuros produzidos enzimaticamente ou nao-enzima- 
ticamente (Maillard). 

4 - Complexos de metais pesados com protefnas ou compostos 
fenolicos. 

5 - Carotenoides e pigmentos relacionados. 

O numero de corantes naturais disponlveis no mercado e reduzido. 
Nos paragrafos seguintes sera descrito cada um deles, enfocando-se fonte, 
cromoforos dominantes, tonalidade de cor, atributos funcionais e limita 9 oes. 


Urucum 

Extrato amarelo-alaranjado obtido do pericarpo da semente da 
planta Bixa orellam L.(urucum). O pigmento e constitui'do basicamente 
do carotenoide cis-bixina (Figura 13.1), insoluvel em oleo e que 
compreende mais de 80% do corante presente na semente. O pigmento e 
obtido mecanicamente (abrasao) do pericarpo submerso em oleo vegetal 
aquecido a 70°C, e o produto comercial contem 0,20-0,25% de bixina. O 
aquecimento utilizado na extra 9 ao converte a cis-bixina em trans-bixina. 
de colora 9 ao avermelhada e soluvel em oleo. 



Figura 13.1 - Estrutura da cis-bixina. 
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De forma alternativa, o pigmento pode ser extrafdo com solventes 
adequados, como acetona e metanol, e, apos sua remo^ao, a forma em po 
e preparada e, posteriormente, ressuspensa em oleo, em concentraijoes 
variando de 3,5 a 5,2% de bixina. A forma soluvel em agua e obtida pela 
abrasao do pericarpo em solu^ao alcalina a 70 °C (saponifica^ao), e o 
produto resultante e o sal de norbixina (cis e trans), de Colorado 
alaranjada (eq. 13.1). 


eg. 13.1 



COOH 


HOOC ^ 


NORBIXINA 



COO' 


HOOC ^ 


A grande maioria dos alimentos possui pH acido, de forma que 
quando se aplica a solu?ao de norbixina o pigmento e disperso e 
insolubilizado no produto gramas ao abaixamento do pH, evitando-se a 
perda da cor por lixiviagao, o que permite Colorado uniforme. Sua 
aplica^ao e baseada na diferen^a de solubilidade entre a bixina e a 
norbixina, sendo a primeira completamente soluvel em oleos e gorduras 
ate 0,1% p/p, enquanto a norbixina e soluvel em agua, na forma de sais de 
sodio ou potassio. 

Com a aplicafjao da bixina em emulsao tipo agua/oleo, a cor migra 
para a fase oleosa. Para obtengao eqiiitativa da colora 9 ao na emulsao 
A/O, faz-se o ajustamento do conteudo da bixina/norbixina. De modo 
geral, a estabilidade do urucum e boa. Bixina e sensivel ao pH, alterando 
sua colora^ao do amarelo-alaranjado para o rosa-fraco, em pH baixo. A 
estabilidade termica e considerada boa em temperaturas abaixo de 100 °C. 

A utiliza 9 ao do acido ascorbico e de outros antioxidantes ajuda na 
estabiliza 9 ao; a exposi 9 ao ao ar nao constitui problema. A estabilidade a 
luz pode ser problematica, como ocorre com os carotenoides de forma 
geral. Na ausencia da luz, a bixina e estavel. A norbixina, em presen 9 a de 
ions de calcio, precipita. Reage com protefnas, alterando ligeiramente sua 
colora 9 ao para vermelho-apessegado. Esse fato e observado em queijos 
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coloridos com urucum. Esta propriedade (ligagao com protemas) e 
importante na coloragao de produtos, pois evita a migragao da cor para o 
meio. O urucum e resistente ao crescimento microbiologico e disponfvel 
em diversas formas, dependendo do metodo de extragao utilizado: 

- com oleo vegetal; 

-com solventes organicos (metanol, acetona, alcool isopropflico 
etc.); e 

- com solugao aquosa alcalina e varias proporgoes de propileno 
glicol e etanol. O produto obtido pode ser: 

1 - soluvel em oleo (oleoresina); 

2 - dispersive! em oleo; 

3 - soluvel em agua (po); e 

4 - soluvel em emulsao oleo/agua e agua/oleo. 

A tonalidade da cor obtida pode variar, dependendo da area 
cultivada e das condigoes climaticas, assim como das condigoes de 
extragao e, ou, de armazenamento. O urucum e utilizado em derivados de 
leite e em margarina, doces, gorduras, produtos de panificagao, cereais, 
bebidas, sorvetes, cosmeticos etc. 


Agafrao 

Extrato amarelo-ouro extraido de rizomas de Curcuma long L. com 
os solventes acetona, metanol, etanol, eter de petroleo e diclorometano, 
os quais sao removidos posteriormente. O rizoma content de 2,5 a 8,1% 
do principal componente cromoforo, denominado curcumina (Figura 
13.2). A presenga de ligagoes duplas conjugadas confere sensibilidade ao 
oxigenio, especialmente quando exposto a luz. 



Figura 13.2 - Estrutura da curcumina. 
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A oleorresina de boa qualidade e praticamente isenta de outros 
corantes, os quais estao presentes no extrato bruto. Curcumina e insoluvel 
Ifen agua e soluvel em oleos e gorduras. Em razao de sua alta intensidade 
4c cor, pequenas quantidades sao suficientes para colorir o produto. 

A oleorresina de agafrao pode ser utilizada em sistema aquoso 
quando associada a emulsificantes, como propileno glicol e, ou, 
molissorbato 80 , (cap. 4), ou pode ser simplesmente dissolvida em alcool 
c adicionada ao produto. Quando adicionada a oleos vegetais, a 
tonalidade final e amarelo-esverdeada. A forma soluvel em agua confere 
coloragao variando de amarelo-esverdeado a ouro-pardo. A tonalidade de 
cor obtida e dependente da concentragao, mas e tambem afetada pelo 
mvel de pureza. A principal limitagao deste corante e a sua baixa 
estabilidade a luz. Esta oleorresina possui boa estabilidade termica e nao 
e afetada pelo pH ate que se atinja a alcalinidade. 

A curcumina forma complexos estaveis com protefnas, e esta 
propriedade e utilizada na produgao de misturas complexas de cores 
naturais. E resistente a oxidagao e acredita-se possuir propriedades 
antioxidantes equivalentes as do BHA/BHT. O produto comercial pode 
ser obtido na forma de oleorresina e de po, bem como nas formas 
soluveis e dispersas em agua. E utilizada em bebidas enlatadas, produtos 
de panificagao, derivados de leite, gomas de mascar, cereais, molhos, 
produtos farmaceuticos e cosmeticos. Em combina^ao com o urucum, e 
muito empregada no fabrico de queijo, margarina e molhos. 


Extrato de Beterraba 

O concentrado de beterraba, de Colorado vermelha, e obtido do 
suco da Beta vulgaris ruba, por prensagem ou extra^ao aquosa e posterior 
purificagao. O produto e constitufdo de varios pigmentos, pertencentes a 
classe das betalainas. Seu principal cromoforo (75 a 95%) no suco e a 
betanina. O produto concentrado e soluvel em agua e insoluvel em oleo. 

A estabilidade das betalainas durante o processamento de alimento 
e influenciada por diversos fatores, e os mais significantes sao: 
temperatura, pH, atividade da agua, ions metalicos, oxigenio e luz. Em 
solucjao, a tonalidade da cor obtida e dependente do pH, pois entre 4,0 e 
7,0 apresenta coloragao vermelho-brilhante. Em pH mais baixo, a 
coloragao torna-se vermelha mais escura e, em pH mais elevado. 
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vermelho-violeta. Melhor aplica?ao e verificada em produtos com pH 
entre 4,0 e 7,0 e armazenados por curtos periodos. 

O concentrado e sensivel ao processamento termico, mesmo em pH 
otimo, ocorrendo a isomeriza§ao para isobetanina\ em meio alcalino, e 
hidrolisado para ciclodopa-5-o-glicosidio e acido betamico (Figura 13.3). 
Portanto, tempo de aquecimento prolongado ou temperatura elevada 
devem ser evitados. 



H 


CICLODOPA-5-O-GLICOSlDIO 


Ac. BETAMICO 



HOOC N COOH 
H 



BETANINA 


H 


H 

BETANINA DESCARBOXILADA 


ISOBETANINA 


Figura 13.3 - Betanina: rea<jao de produtos de decomposi^ao. 
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A adi^ao de cor apos o tratamento termico e, as vezes, 
recomendada, mas se faz necessario verificar inicialmente a carga 
bacteriana presente no concentrado, a qual e, geralmente, elevada. A 
estabilidade e tambem afetada pelo oxigenio e pela luz. Aumento da vida 
util pode ser obtido pela adicjao de acidos citrico e ascorbico (0,003- 
0,2%), que provavelmente atuam como complexantes (metais) e 
antioxidantes, respectivamente. Sua estabilidade e inversamente 
proporcional a atividade de agua (a w ) do produto, ou seja: diminuigao da 
atividade de agua diminui a velocidade de degradagao da betanina 
(rea?oes hidroliticas). 

Este extrato e utilizado em sorvetes, iogurtes, balas, molho, 
cosmeticos, goma de mascar e derivados de leite, podendo ser obtido nas 
formas de xarope ou po {spray-dried junto com maltodextrina). O teor de 
betanina e geralmente padronizado em 0,2% para a forma liquida e 0,25% 
para a forma em po. A oxida^ao das betalainas e acelerada na presen^a da 
luz, e a adi^ao de acido ascorbico melhora sua estabilidade. Como o 
cobre c ferro (cations) catalisam a oxida^ao do acido ascorbico pelo 
oxigenio molecular, a adi(^ao do acido citrico aumenta a eficiencia do 
acido ascorbico na estabiliza^ao das betalainas. 


Pimentao-Vermelho 

Obtem-se do Capsicum annum um corante vermelho-alaranjado, 
pela extra?ao com solventes, utilizado em cames e derivados e molhos. O 
corante e uma mistura complexa, contendo em torno de 50 diferentes 
pigmentos. Seus principals cromoforos sao capsantina e capsorubina 
(pigmentos vermelhos) e betacaroteno (pigmento amarelo). 

A capsantina representa 40 a 45% dos carotenoides no extrato. A 
oleorresina e insoluvel em agua e soluvel em oleo vegetal e, em mistura 
com polissorbato-80, toma-se dispersivel em agua. A Colorado tipica de 
alaranjado-vermelho para vermelho-alaranjado depende da concentra^ao, 
do metodo de obtengao, do tempo de colheita, das condi^oes de 
armazenamento etc. A principal variavel da colora?ao final e a inclusao 
de sementes ou sua remo^ao antes da extragao. 

O corante do pimentao, como todos os carotenoides, e sensfvel ao 
oxigenio e a luz. Quando esses fatores sao excluidos, os carotenoides em 
alimentos sao estaveis mesmo em temperaturas elevadas. Sua degradaca: 
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e, entretanto, acelerada por radicals livres formados durante a oxidagao 
de lipidios. A degradagao oxidativa da capsantina (eq. 13.2) altera a cor 
de vermelho para castanho. Mudangas na coloragao, freqiientemente 
observadas em tomate e pimentao desidratados, estao relacionadas com a 
degradagao oxidativa dos carotenoides. 

eq. 13.2 



OH 


P-CITRAURJNA 


OH 


OH 



COMPOSTOS DE BADCO PESO MOLECULAR 

Exposigao a luz solar destroi 95% da coloragao em tres meses. < 
adigao do acido ascorbico melhora sua estabilidade. Mesmo no es 
parte da coloragao e perdida quando o corante e armazenado 
temperatura elevada. Provavelmente, a perda da cor deve-se a degrac 
oxidativa, podendo ser retardada pela adigao de antioxidantes 
tomando-se cuidado especial na selegao do oleo a utilizar na diluigao^ 
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oleorresina. Embalagens adequadas e armazenamento a frio e livre da 
agao direta da luz aumentam a vida util do corante. 


Cochonila/Carmim 


Cochonila e um corante vermelho extraido do corpo de inseto seco 
(Dactylopius coccus costa ou Coccus cati), Estes insetos desenvolvem-se 
em tipos especificos de cactos encontrados no Brasil, Peru e Mexico. Seu 
cromoforo principal e o acido carminico (Figura 13.4), sendo o extrato 
aquoso conhecido como cochonila. O corante e muito sensivel a 
degrada^ao microbiologica. E geralmente spray-dried com maltodextrina. 

O ajustamento da propor^ao do acido carminico e dos sais de 
alummio altera a coloragao final de vermelho-alaranjado para vermelho- 
escuro - conhecido como carmim insoluvel em agua e oleo. O carmim 
possui boa estabilidade a luz e temperatura e em atividade de agua 
elevada, mas descolore na presen^a de dioxido de enxofre. E soluvel em 
solugoes alcalinas, apresenta colora^ao violeta, e sensivel ao pH e 
precipita em pH acido; o precipitado pode ser ressuspendido em agua ou 
gordura. 

Em face de sua alta estabilidade, o carmim deveria ser o corante 
vermelho preferido; contudo, em razao de seu alto custo e suprimento 
limitado, sua utiliza?ao nem sempre e viavel. Comercialmente, e 
disponivel em concentra^oes variando de 50 a 52%. O carmim 
solubilizado e utilizado em panifica^ao e no fabrico de sobremesas, 
produtos a base de leite, xarope de frutas e cosmeticos. 



OH O 


Figura 13.4 - Estrutura do acido carminico. 
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Extrato da Casca de Uva 

Extrai'do com agua ou solu?5es alcoolicas da casca de ^ 
vermelho-escura, este extrato, dependendo da variedade, content ate 
pigmentos diferentes. O corante e freqiientemente denomma 
enocianina, e seu principal cromoforo presente na casca de uva e 
mistura complexa de antocianinas: antocianidina (aglicona), aquear - 
freqiientemente dcidos (Figura 13.5). Na natureza, as antocianinas seimr 
ocorrem na forma heteroglicosidica, contendo uma ou mais moleculas < 
a^ucar e da aglicona antocianidina. Sao soluveis em agua e em mistura < 
agua e alcool, porem insoluveis em oleos e gorduras. 



.OH 


ANTOCIANIDINA 




R, 


CIAN1DINA 
PEON rD IN A 
DELFINIDINA 
PETUN1DINA 
MALVIDINA 


OH 

OCH 3 

OH 

OCH 3 

OCH, 


H 

H 

OH 

OH 

OCH, 


Figura 13.5 - Estrutura quimica das principais antocianidinas da u\a. 


Diferentes monossacaridios (glicose, galactose, ra 
arabinose), dissacaridios e trissacarfdios tambem podem ser encor 
Em alguns casos, o a?ucar e acilado com os acidos ferulico, cafeK 
cumarico (Figura 13.6). A present do grupo glicosfdico na pos 
confere maior estabilidade, sendo a forma diglicosldica mais est 
aquecimento e a luz que a monoglicosidica, e a presen^a do 
hidroxila na posi«;ao 3' aumenta a sensibilidade do comno 
degrada^ao. 
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GENTIODELFINA 


ZEBRININA 



PLATICONINA 


TPA (TRADESCIA PALLIDA) 


Figura 13.6 - Formulas estruturais de algumas antocianinas complexas 
(Caf. = ac. cafeico, Fer. = ac. ferulico e Ram. = ramanose). 


A velocidade de degradaijao varia grandemente entre as 
antocianinas, em razao da sua diversidade de estrutura. Geralmente, o 
aumento da hidroxila£ao diminui a estabilidade, enquanto o aumento de 
metila?ao a eleva. A cor dos alimentos contendo antocianinas ricas em 
pelargonidina, cianidina ou delfinidina aglicona e menos estavel que a 
dos alimentos contendo antocianinas ricas em petunidina ou malvidina 
aglicona. O aumento da estabilidade deste ultimo grupo ocorre devido ao 
fato de os grupos hidroxilados estarem bloqueados. 

O nucleo flavilium da antocianina e deficiente em eletrons e, 
portanto, altamente reativo. A sua rea$ao geralmente envolve 
descolora^ao do pigmento, sendo, portanto, indesejavel no processamento 
de frutas e vegetais. 

Corantes comerciais derivados de uvas tern tido consideravel 
sucesso em bebidas, mas todas as antocianinas convencionais apresentam 
algum tipo de limita^o. Estabilidade e um problema, ja que as 
antocianinas sao degradadas na presents de metais, acido ascorbico, 
agucar, oxigenio, luz, temperatura e enzimas. 
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A sensibilidade ao pH (Figura 13.7) c fator limitante em varias 
situates, afetando a cor e a estabilidade quimica, descolorindo em 
valores de pH acima de 4,0. Em solugoes acidas, a antocianina e 
vermelha, mas com o aumento do pH, a intensidade da cor diminui. Em 
solu?ao alcalina, a cor azul e obtida, sendo porem instavel. Para aplicagao 
geral, o pH entre 1,0 e 3,5 confere maior estabilidade. 


OH 


OH 



OH 


OH 


pH = 4-5 : INCOLOR 


pH £ 1,0 : VERMELHO 



OH 



HO 


OH 


OH 


pH = 6-7 : AZUL 


pH = 7-8 : AZUL-ESCURO 



OH 

pH = 7-8 AMARELO 


Figura 13.7 - Muda^as de Colorado em fun^ao do pH. 

O pH tipico do tecido vegetal varia entre 3,5 e 5,5. As antociani 
retem a sua colora^ao original, nao a transformando em incolor (comoi 
solu<jao), por se associar em forma de helice (por meio de atrad 
hidrofobicas e pontes de hidrogenio) com o nucleo flavilium, protegea 
os grupos cromoforos da reagao de hidrata^ao. Outro mecanismo 
prote 9 ao e a co-pigmenta^ao, provavelmente por intermedio de pontes 
hidrogenio dos grupos fenolicos entre a antocianina e as moleculas; 
Jlavonas, taninos e polipeptidios. 
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O corante nao e estavel ao aquecimento prolongado, alterando sua 
Colorado original para castanho-escuro. Entretanto, esse efeito nao e 
observado em condigoes normais de pasteuriza^ao e HTST. Perda da 
Colorado e escurecimento tambem podem ocorrer durante o 
armazenamento; portanto, o uso de baixa temperatura e recomendado. 

As antocianinas nao sao afetadas pela luz. Sao utilizadas em 
bebidas acidas, geleias, doces e cosmeticos. A adigao de acido ascorbico 
para efeito de estabiliza?ao nao e recomendada, e a presen 9 a de a^ucares, 
especialmente a frutose, acelera o processo de escurecimento. Alem do 
pH (principal responsavel pela estabilidade das antocianinas), outros 
fatores contribuem para sua degrada^ao, como os descritos a seguir. 

- Sulfito 

O dioxido de enxofre, utilizado na preven^ao do escurecimento e 
crescimento microbiologico, promove a descoloragao da antocianina, por 
sua adi 9 ao na posi 9 ao 2 ou 4 (eq. 13.3). A cor, entretanto, pode ser 
regenerada por acidifica 9 ao e aquecimento do produto para remover o 
dioxido de enxofre. Entretanto, alta concentra 9 ao de sulfito (>10 
gramas/kg) provoca destruigao i ire vers ivel da antocianina para chalconas. 

eq. 13.3 



OH 


OH 


A^° h 


.OH 


|OJ hso 3 “ 

HO v vOv 

jOT 

XXX 

- ► 

O-GLU * R+ 


JLo-GLU 

OH 


'SOjH 


OH 


- Acido ascorbico 





O acido ascorbico e um agente nucleofilico natural que acelera a 
destrui 9 ao da antocianina. Acredita-se que a principal causa disso seja a 
auto-oxida 9 ao do acido ascorbico, com forma 9 ao de H 2 0 2 . A agua 
oxigenada formada promove a oxida 9 ao do nucleo flavilium, levando a 
fomuujao de substancias incolores. 
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- Metais 


As antocianinas, que possuem sistema O-diidroxilado (anel B), 
complexam-se com metais, alterando sua coloragao. Estes complexos sao 
mais estaveis aos efeitos do pH e da luz que os compostos similares. 
Cianidina-3-glicosidica na presen^a de alumfnio em pH 5,5 forma um 
complexo vermelho e, em presen?a de sais de ferro em pH acima de 5,5. 
um complexo azul. O aparecimento da Colorado azulada em pessegos 
enlatados e devido a complexa^ao com zinco, e a perda da colora$ao 
rosea em peras se deve ao complexo cianidina-zinco. 

- Aquecimento 

Os pigmentos sao degradados em temperatura acima de 60°C. 
ocorrendo hidrolise da ligagao 3-glicosidica, liberando a aglicona. e 
abertura hidrolitica do anel, com formagao do derivado de chalcona, que 
se degrada a compostos escuros insoluveis de natureza polifenolica. A 
estabilidade das antocianinas a degrada^o termica aumenta com * 
diminui^ao do pH e ausencia de oxigenio. 

- Enzimas 

Glicosidase e PPO estao envolvidas na descolora^ao de antocianinas 
A glicosidase remove o a<jucar, resultando na diminuigao da solubilidade di 
antocianina e em sua transformagao em produto incolor. Os estadks 
subseqlientes de descolora?ao foram descritos anteriormente. Cl 
branqueamento, utilizado na inativa^ao enzimatica, ajuda na retengao d* 
Colorado, diminuindo a velocidade da reagao de escurecimento. A PPO aim 
na presen?a de O-difenol e 0 2 , oxidando a antocianina. A enzii* 
inicialmente oxida O-difenol para O-benzoquinona, a qual reage com m 
antocianina por mecanismo nao-enzimatico, formando produtos m 
degradagao (eq. 13.4). 


eq. 1. 



Antocianinas 


Antocianinas 

degradadas 
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Caramelo 

Corante castanho-escuro resultante do aquecimento controlado de 
agucares em temperalura acima de seu ponto de fusao. Acidos, bases ou 
sais sao adicionados em pequenas quantidades para aumentar a taxa de 
carameliza^ao e obter caracteristicas desejaveis para aplica^ao em 
diversos produtos. 

O caramelo consiste de uma mistura complexa de poh'meros de 
composi?ao indefinida, bem como de uma variedade de componentes 
volateis. O processo pode ser direcionado para se obter maior forma<jao 
de aroma e, ou, maior acumulo de pigmento. 

Diferentes aqucares podem ser utilizados na fabricagao de 
caramelo: sacarose, glicose, frutose, xarope de milho e amido. As 
condigoes da reagao dependem do produto final, ou seja, da capacidade 
de escurecimento, do flavor, da solubilidade em alcool e acidos e da 
compatibilidade com taninos ou com protemas. 

Em linhas gerais, o monossacari'dio ou polissacaridio e aquecido 
entre 120 e 180 °C por periodo de cinco a dez horas na presenga de 
catalisadores: acido. base, sulfito, hidroxido de amonia ou carbonato de 
amonia. Diversos tipos de caramelos podem ser, entretanlo, produzidos: 
caramelo obtido pelo aquecimento do agucar com hidroxido de amonia 
ou carbonato de amonia, caramelos com cargas negativas produzidos com 
acido sulfurico, sulfito de calcio ou de amonia, caramelos com 
estabilidade alcoolica obtidos na presenga de catalisadores alcalinos etc. 

Se o acido sulfurico (pH = 3,5) e utilizado como catalisador, o 
produto Final apresenta intensa coloragao, e estavel em meio acido e nao 
precipita na presenga de taninos ou alcoois. Quando o catalisador e o 
hidroxido de sodio (pH = 9,5), a colora 9 ao final e tambem intensa e 
estavel em alcool, mas precipita com taninos ou em solu^ao alcalina. O 
caramelo obtido com a utilizagao de sais de amonia possui estabilidade 
inferior. 

O processo pode ser direcionado para a forma^ao de aromas. O 
aquecimento do xarope de sacarose em meio tamponado aumenta a 
fragmenta^ao molecular do a^ucar e, portanto, a forma^ao de substancias 
aromaticas. Por outro lado, o aquecimento do xarope de glicose com 
acido sulfurico na presen^a de amonia provoca a forma^ao de polimeros 
intensamente coloridos. 
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A estabilidade e a solubilidade desses polimeros aumentam com a 
adi^ao do anion bissulfito a liga^ao dupla (eq. 13.5). 



S0 3 H 


\ / 

c 

> I 

/C - S ° r 


eq. 13.5 


Em solugao, o caramelo forma coloides e sua fungao esta 
relacionada com a carga eletrica. Assim, o conhecimento do ponto 
isoeletrico e importante para a estabilidade e funcionalidade em 
aplicagoes espccificas, sendo a carga liquida critica na utilizagao em 
determinados produtos. 

O caramelo em solugao aquosa pode estar carregado positiva ou 
negativamente, dependendo do processo de fabricagao e do pH do meio. 
Se positivamente carregado (uso de amonia), pode interagir com 
moleculas negativamente carregadas presentes no alimento, provocando 
sua precipitagao. 

Em bebidas, o caramelo requer cargas fortemente negativas (sais de 
amonia), enquanto em produtos de panificagao e cerveja a mistura de 
caramelos utilizada deve possuir cargas positivas. Caramelo livre de 
sulfito apresenta ponto isoeletrico em pH entre 6,0 e 7,0, disponfvel na 
forma de po e nao tao higroscopico como o caramelo-padrao, o que lhe 
confere boa estabilidade. Geralmente, e encontrado em mistura com 
outros corantes, utilizada em cafe, bebidas enlatadas, doces, misturas em 
po para bebidas e produtos de confeitaria. 


Extragao de Pigmentos: Beterraba e Uva 

As formas quimicas de alguns pigmentos sao facilmente alteradas 
em condigoes que afetam a integridade estrutural do tecido. 
Aquecimento, alteragoes de pH e reagoes de oxidagao podem afetar a 
qualidade do pigmento. Os pigmentos presentes em vegetais podem ser 
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categorizados como carotendides, clorofdas e flavonoides. Inclusos no 
grupo dos flavonoides estao os compostos fenolicos que sao substratos 
nas reagoes enzimaticas de descoloragao de frutas e vegetais. 

As betalainas sao mais hidrossoluveis que as antocianinas, alem de 
apresentarem poder tinturial tres vezes maior. A estabilidade em pH na 
faixa de 3 a 7 toma sua aplicagao em alimentos mais adequada que as das 
antocianinas, as quais perdem a colora?ao. 

Durante o processamento, as betalainas sao liberadas, sendo afetada 
por diversos fatores, como pH, atividade de agua, exposi^ao a luz, ions 
metalicos, temperatura e enzimas. Entretanto, dentro da faixa otima de 
pH a temperatura e o fator limitante para a sua decompos^ao. A ado?ao 
do pH = 4,0 e recomendada durante o processamento de beterraba, com a 
finalidade de precipitar proteinas, alem de permitir o tratamento termico 
mais brando (pasteurizaijao em vez de esterilizagao). 

Reagentes 

- HC1 5,0% , NaOH 5,0% e FeCl 3 5,0%. 

- Ac. ascorbico 100 ppm e NaHS0 3 1,0%. 

Procedimento 

A) Beterraba 

- Bater em liquidificador 25 gramas de beterraba com 50,0 ml de 
acetona, filtrar e transferir 5,0 ml para os tubos de ensaio. 

- Adicionar, gota a gota, os reagentes conforme o fluxograma a 
seguir. 

- No terceiro tubo, adicionar HC1 em quantidade suficiente (gota a 
gota) e NaOH para produzir mudangas na coloragao. 

- Especular as rea 5 oes de mudan<jas na Colorado provocadas pela 
adi?ao dos reagentes. 
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PARTE A - Adicionar gota a gota HC1 e NaOH e observar 
mudan^as na coloragao: 


NaOII 


HC1 

i 


HC1 seguido de NaOH 


5 ml 


5 ml 


5 ml de suco em cada tubo 


PARTE B - Adicionar 5,0 ml dos reagentes abaixo em 5,0 ml 
de suco e observar mudan 9 as na coloragao: ‘ 


NaHSO, 


FeCL 


AC. ASC6RBICO 

\ 


5 ml 


5 ml 


5 ml de suco em cada tubo 


B) Suco de uva - Obter 30,0 ml de suco de uva e dividir em! 
porgdes, conforme os fluxogramas a seguir. 


Parte A 


- No primeiro tubo, adicionar NaOH gota a gota e obser 
mudanga de coloragao. 

- No segundo tubo de ensaio, adicionar HC1 gota a gota e ot 

a mudanga de coloragao. 

- No terceiro tubo, adicionar HC1 ate a mudanga de colora 
entao, adicionar NaOH ate altera-la. 
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30 ml SUCODEUVA 


V 

PARTE A - Adicionar gota a gota HC1 e NaOH e observar 
mudanv'as na Colorado: 

NaOH HC1 HC1 seguido de NaOH 

t * * 


5 ml 5 ml 5 ml de suco em cada tubo 

PARTE B - Adicionar 5,0 ml dos reagentes abaixo 
e observar mudansas na coloragao: 

NaHSO 3 FeCl 3 Ac. Ascorbico 

1 * I 


5 ml 5 ml 5 ml de suco em cada tubo 

Parte B 

- Preparar a mistura contendo 10 ml de suco de uva + 90 ml de 
agua e determinar o pH (solu^ao-estoquc). 

- Remover de 5 a 10 ml da soluijao-cstoque para tubo de ensaio e 
deixa-lo em repouso (frasco A). 

- Ajustar o pH da solu^ao-estoque para 5,0 com NaOH 1,0N e 
remover de 5 a 10 ml (frasco B). 

- Ajustar o pH da solu^ao-estoque para 7,0 e remover de 5 a 10 ml 
(frasco C). 

- Ajustar o pH da solucao-estoque para 10 e remover de 5 a 10 ml 
(frasco D). 

- Comparar a coloragao das amostras e ilustrar os efeitos qufmicos 
da altera^ao do pH na molecula da antocianina. 

























ISOFLAVONOIDES 


Introdugao 


Os vegetais produzem uma grande variedade de compostos 
baixo peso molecular, que, por serem considerados nao-funcionais, 
seja, nao estao diretamente relacionados a processos como fotossfnte 
respiragao etc., denominam-se metabolitos secundarios. Estes 
divididos em tres grupos: terpenos, compostos fenolicos e produ 
nitrogenados, como os alcaloides. 

Entre esses compostos sao encontrados os flavonoid 
considerados a maior classe de compostos fenolicos presentes em frut; 
vegetais e graos. Mais de 6.000 diferentes tipos sao conhecidos, e mu 
deles apresentam efeitos biologicos potenciais no controle dos nfveis 
colesterol, osteoporose e eventos carcinogenicos, bem como no aume 
da capacidade antioxidante. 

Os flavonoides sao derivados da biossfntese do aminoac 
aromatico (fenilalanina) e do ciclo de Krebs (acetil CoA), sen 
utilizados pelas plantas em varias situates. Um exemplo e a 
participagao na fixagao simbiotica do nitrogenio. Todas as pla 
requerem uma fonte reduzida de nitrogenio. Embora o gas 
abundante na atmosfera seja o nitrogenio (N 2 ), as plantas sao incapa 
de utiliza-lo diretamente. Portanto, necessitam deste na forma reduzida i 
solo ou na presenga de bacterias ( Rhizobium ) redutoras de nitrogenio. 

A forma reduzida do N 2 e a amonia (NH 4 *). Essa associa 
simbiotica e limitada principalmente a plantas da familia leguminosa 
fixagao do nitrogenio pela bacteria Rhizobium ocorre por meio da re 
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da nitrogenase somente apos estabelecida a relagao simbiotica. Isso 
requer a penetragao da bacteria na raiz e sua diferenciagao no organismo 
denominado bacteroide. Ao que parece, as raizes exsudam substancias 
flavonoides, que induzem ou reprimem os genes-chave (nod) na bacteria; 
portanto, na sua ausencia, a fixagao do nitrogenio nao ocoiTe. O 
isoflavonoide genisteina e um conhecido estimulante de bacterias 
fixadoras de N v 

Entre as substancias fenolicas sintetizadas pelas plantas de 
importancia biologica por apresentarem atividade estrogenica (estrutura e 
fungao similar ao hormonio estradiol), incluem-se as isoflavonas 
{genisteina, daidzeina e gliciteina ), lignanas {matairesinol e 
secoisolariciresinol ), coumestanas ( coumestrol) e estilbene 
{transresveratrol ). As lignanas, componentes da lignina da parede 
celular, encontradas em frutas, cereais e vegetais, sao convertidas pelas 
bacterias intestinais em fitoestrogenos enterolactona e enterodiol , 
respectivamente. Entre as coumestanas (semente de alfalfa, ervilha e 
feijao), o coumestrol e o mais comum, e o transresveratrol e o estilbene 
presente em vinho tinto. 

Os fitoestrogenos mais comuns e estudados sao os isoflavonoides 
genisteina, daizema e gliciteina. Possuem distribuigao restrita no reino 
vegetal, sendo encontrados principalmente nas leguminosas. Quantidades 
relevantes sao encontradas em produtos derivados da soja, sendo esses 
teores influenciados principalmente pelas condigoes de crescimento da 
planta. Entretanto, esses produtos participam com pequena parte da dieta 
ocidental. 


Quimica dos Isoflavonoides 

A estrutura basica dos flavonoides consiste de 15 carbonos 
distribuidos em dois aneis aromaticos interligados via carbono 
heterociclico do pirano (Figura 14.1). Os aneis aromaticos sao 
denominados A e B. A posigao do anel B e a base para se distinguir a 
classe dos flavonoides (posi^ao 2 do anel heterociclico) e a posigao 3, a 
subclasse dos isoflavonoides. 
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5 4 

Figura 14.1 - Estrutura basica do flavonoide (Q 5 - C 3 - C^). 


O anel A e derivado do acido acetico (acetil-CoA) e malonato 
(carbonos 5 ate 8 ), enquanto o anel B e os tres carbonos da ponte sao 
derivados do acido shiquimico via biossintese do aminoacide 
fenilalanina (2 ate 4 e 1' ate 6 '). Os flavonoides sao classificados pelo 
grau de oxidagao dos tres carbonos que formam a interligagao com os 
aneis. 

Os grupos hidroxila sao encontrados preferencialmente nos 
carbonos, nas posigoes 4, 5 e 7, e a maioria dos flavonoides ce 
ocorrencia natural sao glicosidios, isto e, apresentam agucar ti 
molecula. A presenga de grupos hidroxila e agucares aumenta as. 
propriedades hidrofilicas da molecula, enquanto a ligagao com esteret 
metilicos ou unidades modificadas de isopentenil aumenta ad 
caracteristicas hidrofobicas. 

A principal caracteristica estrutural que difere as isoflavonas C 3 f 
outros flavonoides e a mudanga de posigao do anel B (Figura 14.2). AM 
isoflavonas pertencem a classe dos flavonoides, com limitida 
distribuigao na natureza, sendo encontradas principalmente 
leguminosas (soja, feijao, ervilha, amendoim etc.). As principals si: * 
genistema, daidzefna e glicitefna, sendo relevantes as quantidadj 
encontradas em soja, cujos teores sao influenciados pelas variedades i 
condigoes de crescimento da planta. Entretanto, outros vegetais : Jr 
nao a soja contribuem com pequenas quantidades na alimentagaoj 
quando considerados em conjunto, representam quanticLais| 
significativa de isoflavona na dieta. 
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o 

Isoflavonoide 

Figura 14.2 - Esqueleto e numera^ao das classes de flavonoides. 


Cerca dc 20 das 1.300 especies de legumes sao utilizadas na 
alimenta 9 ao. Pelo menos 14 tipos de isoflavonas sao encontrados em 
quatro formas: aglicona (daidzema, genistelna, glicitelna. biochanina A e 
formononelina), glicosidica - carboidrato ligado ao C-7 da isoflavona 
(daidzina, genistina e glicitina), malonica (malonildaidzina, malonil- 
genistina e malonilglicitina) e acedia (acetildaidzina, acetilgenistina e 
acetilglicitina) (Figura 14.3). 
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1 -Agliconas 



o 

Daidzeina 

(4', 7-diidroxisoflavona) 


OH 

Genisteina 

(4’, 5, 7-triidroxisoflavona) 



Biochanina A 




Gliciteina 

» 

(7,4 -diidroxisoflavona) 


\ /r oc ^ 


Fomiononetina 


2 - Glicosidicas 

CH OH 


|& 


°S^V°N 

^ lL O-0„ 

o 

Daidzina 


2.1 -Acetiladas 


CHjOH 

(& 





CTOH 

(& 0n 


OH 

OH 0 

Genistina 


o 

Glicitina 



Acetildaidzina 
2.2 -Malonica 


OH 

Acetilgenistina 


Aoetilglicitina 



* 2 cooh 


Malonildaidzina 


Malonilgenistina 


Malonilglicitina 


Figura 14.3 - Estrutura quimica dos isoflavonoides isomeros. 
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Propriedades Biologicas das Isoflavonas 

As isoflavonas sao compostos difenolicos heterocfclicos de 
ocorrencia natural pertencentes ao subgrupo dos flavonoides, associados 
com diversos beneffcios in vivo na prevengao de uma variedade de 
doengas cronicas. Em fungao da sua atividade estrogenica, sao 
conhecidas como fitoestrogenos, exibindo diversas fungoes fisiologicas 
nos tecidos animais. Contudo, nem todos os beneffcios das isoflavonas 
estao associados com a sua atividade estrogenica. Por exemplo, a 
genistefna inibe a DNA topoisomerase e tirosina quinase, bem como 
possui atividade antioxidante. A daidzefna nao apresenta atividade de 
inibigao sobre a tirosina quinase. 

Os efeitos beneficos das isoflavonas nao podem ser explicados 
somente por sua interagao com os receptores de estrogeno. No caso da 
genistefna (5,7,4'-tridroxisoflavona), a principal isoflavona, numerosos 
mecanismos biologicos sao conhecidos, incluindo a sua participagao na 
regulagem de eventos hormonais, inibigao da tirosina quinase e 
atividades da DNA topoisomerase. Um dos mecanismos de prevengao 
propostos envolve a interagao com os receptores estrogenicos e 
subseqtiente perturba^ao dos mecanismos controlada pelo estradiol. 

Ultimamente, diversos estudos tern sido realizados buscando uma 
liga 9 ao entre as isoflavonas com o metabolismo hormonal e a atividade 
biologica de enzimas intracelulares na sfntese de protefna, nos fatores de 
crescimento e na prolifera^ao de celulas malignas e doengas 
cardiovasculares em bases moleculares, bem como a relagao dos nfveis de 
isoflavonas no organismo e nos tecidos. 

A biodisponibilidade, assim como a atividade biologica das 
isoflavonas, depende da forma qufmica em que elas se encontram. Nas 
diversas variedades de leguminosas, a concentragao de isoflavonas varia 
consideravelmente e necessita ser estudada, uma vez que poucos autores 
descrevem a sua distribuigao em alimentos, a excegao da soja. A 
habilidade das isoflavonas na prevengao do cancer e de outras doengas 
cronicas depende da sua absorgao, metabolismo, distribuigao para o 
tecido-alvo e excregao. A dose necessaria para obter efeito desejavel e 
evitar efeitos indesejaveis ainda nao foi determinada. 

As isoflavonas apresentam similaridade funcional e estrutural 
com os estrogenos naturais. Ligam-se fracamente aos receptores 
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estrogenicos, promovendo a competi^ao com o estrogeno natural; na 
presen 9 a de altos nfveis, podem atuar como antiestrogenicos. Os efeitos 
beneficos listados na literatura cientffica foram obtidos a partir de 
evidences, utilizando-se fontes relativamente elevadas desses 
compostos, como a soja. Entretanto, alimentos contendo pequenas 
quantidades de isoflavonas sao mais comuns na dieta humana, podendo 
aprescntar efeitos cumulativos mais significativos, especialmente se 
diferentes fontes sao utilizadas no dia-a-dia. 

Por muito tempo, o interesse pela soja era limitado ao seu elevado 
teor e qualidade da proteina. Entretanto, na ultima decada, os seus 
derivados tern sido extensivamente investigados na preven$ao de 
doen^as cronicas dependentcs e independentes de hormonio. Dentre os 
seus componentes, especula-se que os isoflavonoides sejam em parte os 
responsaveis pela extensa atividade biologica, destacando-se suas 
propriedades potenciais anticarcinogenicas, cmtioxidantes e 
estrogenicos. 


Estrogenos: mecanismo de acao 

Estrogeno podc ser definido como qualquer subslancia quimica | 
capaz de se ligar aos receptorcs estrogenicos, afetando a transcri^ao de 
genes. Os isoflavonoides possuem massa molecular e metabolismo 
semelhantes aos dos esteroidcs, mas com difercn^as claras quanto a seu J 
efeito nas celulas. Em razao da sua atividade estrogenica na especie . 
humana, sao denominados fitoestrogcnos. 

Dois reccptores estrogenicos (cc e (3) estao presentes na especie | 
humana com diferente distribui 9 ao celular e concentra^oes nos tecidos; | 
entretanto, os beneficios do efeito destes fitoestrogenos estao alem da 
simples intera^ao com os receptores. 

Nos ullimos anos, em razao de suas propriedades bioativas, os I 
isoflavonoides estao sendo testados na preven^o de diversasl 
enfermidades, como a osteoporose e certos tipos de cancer. Estima-se j 
entre 40 e 50 mg/dia a ingestao diaria de isoflavonoides pela populaqao 
asiatica, representando consumo no minimo dez vezes maior que o dos 
povos ocidentais, com reflexo associado a baixa incidencia de cancer 
dependente e independente de hormonios, doen^as cardiovasculares cl 
osteoporose. 
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Atividade estrogenica e antiestrogenica 


Em razao de suas atividades estrogenicas, as isoflavonas tem sido 
recentemente muito estudadas, mas os efeitos da intera?ao com os 
receptores de estrogenos necessitam ainda ser elucidados. Atualmente, 
mais de 300 plantas sao conhecidas por possufrem substancias com essa 
atividade, sendo genericamente denominadas fitoestrogenos; em vegetais, 
a famflia mais abundante e a das leguminosas. 

As isoflavonas sao classificadas como fitoestrogenicas (potencia 
estrogenica: genistefna> daidzefna > glicitefna) 3 por terem estrutura e 
peso molecular similares aos do hormonio endogeno estrogeno (Figura 
14.4) com atividade 100.000 < estradiol in vivo , possuindo, assim, 
habilidade de se ligar aos receptores hormonais a e (3. 





Figura 14.4 - Estrutura molecular do estradiol, genistefna, daidzefna e 
glicitelna. 


A genistefna tem preferencia pelo receptor (3, localizado nos tecidos 
nao-reprodutivos, como ossos, cerebro, utero, prostata e pulmao, 
enquanto os receptores endogenos tem afinidade pelo receptor a, 
localizado principalmente nos tecidos reprodutivos mama (a e (3), utero 
(a e (3), ovario (a e (3) e testfculos (a), estimulando a transcritjao de genes 
especfficos nas celulas. Entretanto, competindo com o estradiol, podem 
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tambem atuar como antagonista ao estrogeno, rcduzindo a 
disponibilidade deste nas celulas. Estes efeitos agonista/antagonista 
depcndem de diversos fatores, incluindo a concentragao do fitoestrogeno. 
numeros de receptores e nfvel de estrogeno endogeno. A afinidade da 
genistefna pelo receptor (3 e 20 vezes maior que pelo a, sugerindo efeito 
seletivo pelo tecido. 

Comparado com o estradiol, a afinidade da daidzema pelos 
receptores a e (3 e de 0,1% e 0,5%, respectivamente. Estas substancias 
parecem ter agoes estrogcnicas seletivas, isto e, em alguns tecidos 
apresentam respostas positivas, cnquanto em outros inibem o efeito 
estrogenico. 


A atividade estrogenica e dcpendente da afinidade para se ligar aos 
receptores, que e determinada pela presenga do anel aromatico, bem 
como pela distancia (11,5 "A) entre os grupos hidroxila localizados nas 
posigoes 4' e 7. A similaridade quimica das isoflavonas e o estradiol 
conferem a habilidade de se ligarem a receptores estrogenicos e 
protefnas ligadas ao hormonio sexual. Comparados com o estradiol, 
genistefna e a daidzema ligam-se a receptores estrogenicos cc 
afinidades variaveis entre 100 e 1.000 vezes menos, respectivamer 
Efeitos antiestrogenicos podem ocorrer pela inibigao competitiva 
receptor, pela inibigao da sfntese do estrogeno ou pelo aumento da sfnt 
da protefna de ligagao com estrogeno. Mesmo apresentando ba 
afinidade pelos receptores, podem estar presentes em concentragc 
elevadas, capazcs de provocar efeitos biologicos. 


Metabolismo das isoflavonas 

Os fitoestrogenos da famflia das isoflavonas ocorrem 
numerosos vegetais utiliz'ados na alimentagao huniana e ani 
Existem diversas fontes de isoflavonas que fazem parte da c 
humana, incluindo ovos, legumes, frutas e vegetais, cujos vaf 
(>100 /ag.kg ')- sao bastante reduzidos se comparados aos da soja (1 
mg-g 1 )- 

Apos a ingestao, as isoflavonas sao biotransformadas no 
intestinal, sendo esse processo altamente dependente da natures 
microflora intestinal. Isso sugere que qualquer alteragao da 
intestinal pode afetar a sua disponibilidade. As formas glicosfc 
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daidzina e genistina sao hidrolisadas pela P-glicosidase intestinal para 
as formas agliconas, as quais sao entao absorvidas e, adicionalmente, 
metabolizadas para metabolitos estrogenicos e nao-estrogenicos 
(Figura 14.5). 


Daidzina 


Genistina 


p - glicosidase 


P - glicosidase 


Genisteina 


Daidzeina 



Equol O-Desmetilangolensina 

(estrogenico) (nao-estrogenico) 


p - Etilfenol 
(nao-estrogenico) 


Figura 14.5 - Biotransforma^ao de isoflavonas no intestino. 

Mesmo com todo interesse nesse assunto, dados dispomveis sobre 
absonjao e metabolismo das isoflavonas na especie humana e animal sao 
ainda limitados. A absorgao intestinal e variavel entre individuos, sendo 
influenciada pela dieta e flora intestinal. As formas agliconas sao 
eficientemente liberadas a partir de suas respectivas formas glicosidicas e 
sujeitas, em parte, ao metabolismo pelas bacterias intestinais. Por exemplo, 
os metabolitos bacterianos tipicos da daidzeina sao a deidro-daidzema, O- 
desmetilangolesina e equol (Figura 14.6). Esses metabolitos e as isoflavonas 
que escaparam da biotransforma 9 ao bacteriana sao absorvidos pelo intestino, 
onde posteriormente sao liberados na corrente sangumea e distribuidos para 
os tecidos perifericos. No figado e em alguns outros tecidos, sao convertidos 
em formas conjugadas com o acido glucoronico, sulfato e produtos metilados 
excretados na urina e na bile. 

Todas as isoflavonas sao eficientemente absorvidas pelo trato 
intestinal, sendo as formas agliconas mais eficientes em absorc^ao. O 
tempo medio de absor?ao da genistema e da daidzeina e de 5,2 e 6,6 
horas, respectivamente, enquanto o dos correspondentes glicosidios e de 
9,3 e 9,0 horas, consistente com o tempo de residencia necessario para a 
hidrolise da ligagao glicosidica. 

O significado biologico desses compostos ainda nao esta claro, e as 
vias metabolicas das isoflavonas ainda nao foram claramente definidas. A 
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biochanina A e formononetina sao desmetiladas pelas bacterias 
intestinais, originando genistema e daidzelna, respectivamente (Figura 
14.6), e as formas agliconas sao mais bioativas. A atividade biologica das 
isoflavonas e alterada pela estrutura quimica. Por exemplo, a 
formononetina e a menos estrogenica e antioxidante das isoflavonas, 
enquanto os metabolitos intestinais daidzelna e equol sao mais potentes. 



R = H Formononetina 
R = OH Biochanina A 


Figura 14.6 - Estrutura dos produtos metabolicos dos isoflavonoides. 


A daidzelna e a formononetina apos transformafjao intestimd 
microbiana liberam o isoflavonoide equol (-70%) e O- 
desmetilangolesina (O-DMA) pela abertura do anel. Outroi 
intermediarios formados durante essa conversao sao a diidroxidaidzelua. 
4-hidroxiequol, e 2-deidro-O-DMA. A genistelna e metabolizada ail 
intestino pela clivagem de seus aneis aromaticos, formando o p-etil fenoj. 
que nao e estrogenico. Outros compostos identificados incluem a 
diidroxigenistelna, 6-OH-O-DMA, enterolactona e o entered: 
Entretanto, somente 7 - 30% da quantidade ingerida de daidzelna *■' 
genistema e recuperada na urina e nas fezes. A formatjao de metaboliaaj 
desconhecidos pode explicar essa baixa recuperaqao. 
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Estudos realizados in vitro mostram que a daidzefna e convertida 
em nove metabolitos, sendo quatro monoidroxilados, quatro diidroxilados 
e um triidroxilado. No caso da genistema, os produtos resultantes foram 
quatro monoidroxilados e dois triidroxilados. Enlretanto, estas formas 
hidroxiladas podem apresentar outras atividades biologicas diferentes dos 
compostos originais. A genistema e descrita como inibidora das enzimas 
topoisomerases e tirosina quinase, enquanto a daidzefna, que dil'ere 
estruturalmente por uma hidroxila (Figura 14.3). exibe diferentes 
propriedades biologicas. 

A genistema e extensivamcnte metabolizada in vivo, e somente de 
14-16% e excretada na forma nao-modificada. A sua interagao, bem 
como de outros polifenois, com oxidantes produzidos a partir de celulas 
inflamatorias (HOCL, HOBr e ONOO-) aumenta substancialmente a sua 
atividade biologica. Do ponto de vista de absorgao, a daidzefna e mais 
absorvida, provavelmente devido a maior degradagao pela flora 
microbiana da genistema e nao por diferengas na solubilidade entre os 
compostos. 

Os efeitos biologicos das isoflavonas variam de tecido para tecido 
e, em cada tipo, estas apresentam afinidade por receptores especfficos. 
Esses efeitos ainda nao sao sulicientemente elucidados em nfvel 
molecular. Entretanto, estudos tern demonstrado que as isoflavonas 
possuem mecanismos gerais de agao que podem interferir no 
metabolismo de muitos nutrientes, inclusive daqueles relacionados aos 
processos bioqufmicos em doengas cronicas, como cancer, diabetes, 
cardiovasculares e osteoporose. 

Os mecanismos de agao dividem-se em dois tipos de categorias: o 
efeito gendmico e o nao-genomico. No primeiro caso, acredita-se no 
envolvimento com as moleculas receptoras de estrogenos no nticleo, 
resultando na alteragao da expressao de protefnas celulares. Sao possfveis 
dois efeitos genomicos: efeito estrogenico fraco, em que a molecula do 
fitoestrogeno pode ativar a interagao do receptor estrogeno-DNA em 
menor grau que o estradiol, ou uma grande quantidade de moleculas de 
fitoestrogenos que podem deslocar o estradiol do receptor, reduzindo o 
nfvel de ativagao (efeito antiestrogenico). 

Pelo mecanismo nao-genomico, pode-se alterar a atividade de 
certas protefnas por meio de mecanismos provavelmente diferentes do 
estradiol, inibindo a atividade de certas protefnas celulares reguladoras. i 
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exemplo da tirosina quinase e topoisomerases que auxiliam na regulagao, 
diferenciagao e replicagao celular. 


Isoflavonoides e hipercolesterolemia 

Nfveis elevados de colesterol no sangue sao considerados o 
principal fator de risco associado a doengas cardiacas. Esta associagao e 
devida a importancia do colesterol, especialmente o LDL (lipoprotefna de 
baixa densidade) na formagao e desenvolvimento de placas 
arterioscleroticas, e as modificagoes oxidativas do LDL sao consideradas 
importante no desenvolvimento desse processo. A concentragao de 
colesterol e os nfveis de LDL no sangue sao influenciados pela dieta. A 
estrategia comumente utilizada para redugao do LDL inclui mudangas na 
ingestao de diversos nutrientes, entre eles gorduras, colesteroL 
carboidratos e protefnas. 

Estudos recentes sugerem a utilizagao de outros meios alternatives 
pelo aumento da ingestao de isoflavonoides associados a vitamina C 
Especula-se que o efeito protetor esteja relacionado com a estabilizagao 
da estrutura proteica pela interagao do fitoestrogeno com o LDL- 
Alteragoes na sua estrutura os tomam muito sensfveis a formagao de 
produtos peroxidados. O efeito sinergfstico da interagao do fitoestrogea 
e vitamina C pode ser devido a combinagao de processos distintos. 1 
agao da vitamina C facilita a decomposigao dos peroxidos para especie 
nao-radicais, limitando a formagao de radicais lipfdicos. 

As isoflavonas tern a capacidade de diminuir os nfveis totais d 
colesterol VLDL e LDL e de aumentar o HDL, mas esse efeito redutori 
normalmente associado a indivfduos com altas taxas, nao apresentand 
efeito em indivfduos normais. A genistefna aumenta a expressao do gea 
receptor de LDL e inibe a ativagao de plaquetas e a atividade dos fatcat 
de crescimento. 

A inibigao desses processos pode ser atribufda, em parte, ao fato d 
a genistefna ser inibidora da tirosina protefna quinase. Esta enzima reaLa 
a fosforilagao da tirosina nos diversos fatores de crescimento localizadi 
nos receptores celulares e, consequentemente, altera o mecanismo i 
proliferagao celular. A atividade desta enzima e necessaria para | 
sinalizagao de fatores de crescimento intracelulares, como os deri 
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de plaquetas, que, acredita-se, tern um papel na migragao de celulas e 
proliferagao da arteriosclerose. 


Isoflavonoides e cancer 

Os isoflavonoides apresentam propriedades anticarcinogenicas via 
ligagao com receptores estrogenicos e outros mecanismos, nao 
envolvendo os receptores, incluindo a inibigao da protema tirosina 
quinase, DNA topoisomerase I e II, 7 (3-hidroxiesteroide deidrogenase, 
5a-redutase, aromatases e aumento da smtese hepatica do hormonio 
sexual ligante a globulina. 

Especula-se que a baixa incidencia de cancer da prostata e dos seios 
na Asia se deve a elevada ingestao de isoflavonas (40-80 mg/dia). A 
genistema inibe a DNA topoisomerase, envolvida no mecanismo de 
replicagao e reparo, sendo, portanto, fundamental na proliferagao e 
diferenciagao de celulas. A enzima corta e religa o DNA, formando um 
complexo intermediary removivel entre ambos. A isoflavona genistema 
atua como inibidora da topoisomerase I e II, estabilizando esse complexo. 

Alguns tipos de cancer sao inicialmente hormonios dependentes, de 
forma que qualquer substancia que altere o metabolismo ou a 
disponibilidade dos hormonios sexuais pode influenciar o 
desenvolvimento dessa doenga. Os fitoestrogenos estimulam a smtese da 
globulina ligante a hormonios sexuais (SHBG) in vitro , o que resulta na 
diminuigao da porcentagem de testosterona e de estradiol livre, reduzindo 
a fragao de hormonios livres e ligados a albumina. Isso reduz a taxa de 
remogao metabolica dos esteroides e de sua atividade metabolica. Niveis 
elevados de SHBG e baixos de estradiol e testosterona ocorrem em 
vegetarianos, os quais apresentam baixa incidencia dessas doengas. 

A enzima aromatase catalisa a conversao de androgenos em 
estrogenos, e inibidores da enzima sao comumente utilizados no 
tratamento de cancer dos seios. Os fitoestrogenos sao inibidores 
moderados da aromatase in vitro , sugerindo possfvel utilizagao destes. 
As isoflavonas podem influenciar o metabolismo de esteroides endogenos 
pela inibigao da 17(3-hidroxiesteroide desidrogenase e 5a-redutase. Estas 
enzimas sao responsaveis pela conversao da relativamente impotente 
estrona em estradiol e da testosterona em 5a-diidrotestosterona, 
repectivamente. 
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Isoflavonoides como antioxidantes 

Varias doengas degenerativas estao ligadas a etiologia das especia 
reativas oriundas do oxigenio, como oxigenio singlete, anion superoxido. 
radical hidroxil e anion peroxido (Capitulo 3). Trata-se de radicais livres 
altamente reativos, oriundos do oxigenio molecular e formados durante o 
processo normal da respiragao celular, pela ativagao dos leucocitos coirc: 
parte do sistema imunologico e por oxidantes extemos, como a poluigao e 
a irradiagao. Podem causar danos devido a sua agao malefica so 



componentes celulares vitais, como lipidios, proteinas e DNA. 

O organismo, normalmente, encontra-se em equilibrio com as 
radicais livres, os quais sao continuamente liberados e atenuados per 
diversos mecanismos de defesa. Estes compreendem enzimas endogenas 
(catalase, glutationa redutase e superoxido dismutase), fatores endogeras 
(glutationa e coenzima Q) e fatores nutricionais, principalmenie 
antioxidantes (carotenoides, vitamina C, vitamina E e selenio). Ur 
exemplo bem conhecido de um produto da oxidagao com implicagoes as 
doengas cardiovasculares e a oxidagao do colesterol ligado ao LDL; esH 
e sabidamente mais arterogenico que sua forma nativa. 

Os antioxidantes sao agentes que restringem os efeitos deleteriaJ 
das reagoes de oxidagao. Estes podem ser diretos, eliminando cenat, 
radicais livres, ou indiretos, prevenindo a sua formagao. A estrutm 
polifenolica dos isoflavonoides, que e a base antioxidante der. 3 . 
compostos, confere habilidade para remover radicais livres e dg 
complexagao com os metais de transigao. As isoflavonas removem si 
especies reativas derivadas do oxigenio, como anion superoxidM 
peroxido de hidrogenio e radicais livres , antes que elas tenham chance at 
induzir danos as celulas. Possuem grupos hidroxila no anel A e, ou, B i. 
consequentemente, atuam como antioxidantes em sistemas celulaiaJ 
doando atomos de hidrogenio/eletrons de seus grupos hidroxila para m 
radicais livres. Entretanto, a daidzema e a genistefna nao apresecus 
estrutura orto ou para-difenolica, que sao caracterfsticas importantes s 
atividade antioxidante de diversos compostos fenolicos. 

Outro possfvel mecanismo que contribui com a atividaril 
antioxidante e a sua habilidade na estabilizagao das membranas celulaJ 
promovendo a diminuigao da fluidez dos lipidios nessa regiao. j 
localizagao dos isoflavonoides no interior da membrana e a resuinjj 
restrigao na fluidez dos componentes impediriam estericamente a diforiH 
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de radicals livres, bem como a protegao direta ou indireta pelo aumento 
da atividade das enzimas antioxidantes. 

Modificagoes metabolicas dos flavonoides alteram a sua natureza 
antioxidante, definida pela presenga do grupo catecol no anel-B 
(diidroxilado) capaz de doar hidrogenio (eletron) para estabilizar especies 
radicals. Outra caracteristica antioxidante importante e a presenga de 
insaturagao no anel-C e de grupos funcionais capazes de se ligar a metais 
de transigao, como ferro e cobre (Figura 14.7). Os metabolitos circulantes 
dos flavonoides possuem habilidade reduzida para doar o hidrogenio e 
sao menos efetivos na remogao de especies reativas oriundas do oxigenio 
e nitrogenio. 



Figura 14.7 - Estrutura da quercetina. mostrando as caracteristicas 
importantes na definigao potencial dos flavonoides 
antioxidantes. 

Os parametros estruturais que governam as propriedades biologicas 
sao influenciados pelo metabolismo ou sua absorgao. Os flavonoides sao 
substratos para diversas enzimas localizadas no intestino e no colon. As 
modificagoes metabolicas incluem a metilagao do grupo catecol do anel 

B, alterando as suas propriedades antioxidantes, e o rompimento do anel 

C, formando diversos compostos fenolicos simples. Esses varios 
metabolicos podem ser adicionalmente absorvidos e adicionalmente 
metabolizados pelo figado. 


Efeito do Processamento 

Os beneficios potenciais associados a ingestao de isoflavonas 
tiveram como desdobramento o desenvolvimento de produtos 
alimenticios funcionais contendo concentragoes elevadas dessas 
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substancias. Esses beneficios dependem da estabilidade dos 
isoflavonoides durante o processamento, podendo, alem de alterar sm 
distribuigao e forma no produto final, resultar em perdas por lixiviagao e 
pela remogao de fragoes indesejaveis. Previamente, as isoflavoc 
somente eram disponiveis em alimentos, porem ja sao comercializadas i 
diversas formas, incluindo germe ou hipocotilo de soja que contem If 
vezes mais isoflavonas que os graos, na forma de bebidas e 
tabletes/capsulas. 

A questao sensorial e importante, pois as isoflavonas agliconas i 
sabor amargo adstringente, impondo certa limitagao na sua utiliz 
como ingrediente funcional, enquanto os derivados glicosfd 
apresentam menor intensidade. Essa conversao pode ser inibida 
glucona-5-lactona, que atua como inibidor competitive das 
glicosidases. 

A concentragao e o tipo de isoflavonas variam em fun^ao 
tecnicas de processamento. Nao sao destrufdos pela maioria 
processos convencionais de processamento de alimento. Altera 
substanciais podem ocorrer no agucar (glicose) presente na molecule . 
formas malonicas e acetiladas sao desesterificadas em temperatura 
80 °C, sendo convertidas nas formas agliconas correspondentes. 
fermenta?ao provoca a hidrolise do glicosidio, liberando a aglic 
Adicionalmente, tecnicas de processamento acarretam perdas durante i 
varios estadios de prepara^ao do alimento (fervura, congelar 
secagem etc.). 

Em virtude de sua continua disponibilidade, a soja repres 
principal fonte de isoflavonas entre os vegetais (Tabela 14.1), 
processada para a extragao do oleo e produtos proteicos, como a fa 
concentrado e isolado proteico. Esses derivados apresentam dife 
teores de protemas e sao utilizados em diversas aplica^oes na indus 
alimentos. A farinha desengordurada contem a mais elevada concen 
de isoflavonas, e a fra?ao lipidica e virtualmente isenta. 
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Tabela 14.1 - Nfveis de isoflavonas* em soja e ervilha 

Produto 

Isoflavona (fig/g) 

Soja (grao) 

1.953 

Soja (farinha) 

1.777 

Soja (tofu) 

279 

Soja (grao verde) 

182 

Soja (casca) 

18 

Ervilha (seca) 

73 


*Isof]avonas: daidzefna + gcnisiema + formononctina + biochanina A. 


O isolado proteico de soja e o principal ingrediente utilizado em 
alimentos industrializados. E obtido pelo tratamento alcalino da farinha 
desengordurada com intuito de remover as fibras insoluveis e 
subseqliente precipitagao da protefna com acido, para remogao de 
agucares soluveis (Figura 14.8). O produto final possui acima de 90% de 
protema, e o teor de isoflavonoides e reduzido para 26%, devido as 
perdas durante as varias etapas do processamento: extragao (19%), 
precipitagao (14,5%) e lavagem (22,5%). O produto final, protema 
isolada de soja, apresenta elevados nfveis de isoflavonas agliconas, em 
comparagao com a farinha (25 g do isolado proteico possui 
aproximadamente 50 mg de isoflavonas). 

Nos hidrolisados, obtidos pela hidrolise enzimatica das proteinas da 
soja, os nfveis de isoflavonas dependem da sua concentragao inicial no 
grao. No molho de soja, a concentragao e muito pequena em razao das 
perdas ocasionadas pela longa fermentagao e envelhecimento do produto. 
A adigao da farinha de soja (ate 3,0%) na farinha de trigo tern como 
proposito melhorar as propriedades reologicas desta, alem de incorporar 
isoflavonas nos produtos derivados do trigo. 
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Farinha de soja desengordurada 


i 

Extra<;ao — NaOH 1 OOmM / pH 8,5 / 3,0 hrs 

I 


Residuo solido (19,0%) 


Precipita^o 

Lavagem 

Secagem 


Extrato liquido 


i 

HC1 pH 4,5 

i 


Proteina 


Soro (14,5%) 
Agua (22,5%) 


I 


Isolado liquido 


Produto final 
Isolado proteico 


(26,0%) 


Figura 14.8 - Processamento do isolado proteico e balan$o de massa de 
total de isoflavonoides. 


As isoflavonas sao parcialmente responsaveis pelo sabor amarg< 
azedo e adstringente. A utilizasao da soja imatura (maturidade de 80% 
umidade entre 60 e 65%) melhora substancialmente o nivel de aceita^ao 
O teor de isoflavonoides no grao imaturo, entretanto, corresponde a 20% 
da soja madura. O extrato hidrossoluvel de soja por apresentar altos 
niveis de oligossacarideos (causa flatulencia) e flavor peculiar, limita i 
sua utiliza?ao. 

Os procedimentos industrials utilizados no preparo da soja imatuis 
ocasionam perdas de isoflavonas pela eliminagao da agua de cozimenta 
A reten^ao media nos diferentes processos e variavel: congelameran 
(53%), fervura - 35 min (46%), branqueamento -1,0 min (56%) 4 
liqfilizaqdo (40%). No caso dos graos secos (umidade entre 12 e 15%) a 
perdas sao mmimas, desde que a casca esteja intacta. Em razao de soi 
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aceitabilidade, a soja imatura pode contribuir com quantidades 
significativas deste nutriente apos seu processamento. 

A germinagao da semente de soja por urn perfodo de 10 a 12 horas 
reduz as desvantagens do uso do grao diretamente na alimentagao, 
melhorando as qualidades sensoriais (sabor e odor desagradaveis devido a 
agao da lipoxigenase) e nutritivas (presenga de fatores antinutricionais: 
inibidor da tripsina, flatulentos e fitatos). Os beneficios do grao 
germinado incluem a prevengao da oxidagao de lipidios, aumento no 
conteudo de nutrientes, como o acido ascorbico e riboflavina, hidrolise da 
rafinose e estaquiose responsaveis pela flatulencia e reduz inibidores da 
tripsina. 

O germe representa 2,0% do total do grao da soja, contendo 10 vezes 
mais isoflavonas que a quantidade encontrada no cotiledone, alem de 
possuir elevada concentragao de acidos graxos polinsaturados. Comparado 
com a farinha de soja (1-4 mg.g 1 ), o germe possui entre 10 e 20 mg g*‘ , e 
as principals isoflavonas encontradas sao a gliciteina e daidzeina. 

Na industria animal, a presenga, na ragao, de isoflavonoides 
oriundos da farinha de soja afeta a composigao da carcaga, aumentando 
musculo e diminuindo a gordura em suinos; ja em galinhas poedeiras, o 
efeito se verifica no aumento da concentragao de isoflavonas na gema do 
ovo. 


Analise e Extragao 

As isoflavonas sao geralmente determinadas por cromatografia 
liquida de alto desempenho apos a extragao com solventes organicos. 
Coluna de fase reversa e detector de ultravioleta sao necessarios. O 
sistema de eluigao utilizado e geralmente binario, consistindo uma fase de 
uma solugao aquosa acidificada (acido acetico, acido formico), 
denominada solvente A, e a outra fase, de um solvente organico menos 
polar, como metanol ou acetonitrila, acidificado com acido 
trifluoroacetico ou acido acetico. 

A analise requer a utilizagao de padroes para identificagao e 
quantificagao. Os padroes agliconas e glicosidicos estao disponfveis no 
mercado, o que nao ocorre com as formas malonicas e acetiladas, que, 
portanto, necessitam ser obtidas em laboratorio. 
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A cromatografia de camada fina pode ser usada na identificagao de 
isoflavonoides. O extrato metanolico e aplicado em placas de poliamida -6 
e separado em metanol-acido acetico-agua (90:5:5). As bandas sas> 
elufdas com metanol e novamente cromatografadas em poliami^ 
utilizando-se a fase movel cloroformio-metanol-metil etil cetona (12:2:li 

Para as agliconas, a placa e cromatografada em etil acetona-eter de 
petroleo (3:1) e posteriormente em etanol-cloroformio (1:1). As banc^ 
sao detectadas com a utliza?ao da luz UV-366 nm. Outros adsorventes. 
como a sflica-gel, podem ser utilizados em extrato obtido com ear 
dietflico cromatografado tres vezes em diclorometano-metanol (95:5 v/vU 
Placas de Kieselgel 60 F 254 em cloroformio-metanol-2% acido acetic® 
(7:3:1, v/v fase inferior) sao visualizadas apos o aquecimento a 120 
durante 10 min com o spray 10% H 2 S0 4 . 

O procedimento mais adequado de separa?ao e quantifica 5 ao d= 
formas glicosidicas e agliconas envolve a utilizagao da cromatografi* 
lfquida de alto desempenho de fase reversa com deteccao no Uu 
Entretanto, em situagao em que somente os isoflavonoides agliconas sm 
importantes, a cromatografia de fase gasosa pode ser o metodo 4 u 
escolha. 

- Preparo da Amostra 

A amostra deve ser seca em estufa ou liofilizada e, posteriormea* 
mofda e mantida em temperatura de -20 °C ate a sua utiliza^ao. 

- Extragao dos Isoflavonoides 

- coletar uma amostra, finamente moida ( 1,0 g) em tubos del 
centrlfuga de 15 mL com rosea; 

- adicione a amostra 10 mL de metanol 80% e 015 mL de padrio 
intemo ( apigenina , 2.000 pg.mL' dissolvido em dimetilsulfoxido ) ; 

- aquecer em banho-maria (60 °C/2 h) com agita^ao; 

- centrifugar a 1.200g/10 min a 4 °C; 

- filtrar uma parte do sobrenadante em filtro de 0,45 pm (PVDF): e 

- injetar 20 uL no HPLC. 
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1: Daidzina 
2: Glicitina 
3: Genistina 
4: Malonil Daidzina 
5: Malonil Glicitina 
6: Acetil Daidzina 
7: Malonil Daidzina 
8: Daidzeina 
9: Acetil Genistina 


10: Genisteina 
11: Apegenina (PI) 
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Tempo de Reten^ao (mim) 


Figura 14.10 - Analise da protei'na isolada de soja por cromatoj 
liquida de alto desempenho. 

- A analise quantitativa e obtida ulilizando-se curvas de calibi 


A solugao-padrao e injetada em triplicata e detectada seqiiencialm< 


o desvio-padrao e calculado para se expressar a precisao. As cur 
padrao sao obtidas individualmente por meio de graficos, variando-! 
concentra^ao das solugSes-padrao em fungao da media das areas 
picos obtidos no cromatograma. As concentra?6es das solu^oes-pa* 
devem ser escolhidas de forma a cobrir toda a faixa de isoflav< 
presentes na amostra. 

As retas obtidas sao entao caracterizadas pela inclina?ao 
intersegao (a) e coeficiente de correIa§ao (R 2 ) e utilizadas 
determina^ao da concentra^ao de cada isoflavona na amostra. Calcul 
rndice de recupera?ao em % de cada isoflavona, relativo a quantidack 
padrao intemo adicionado a amostra. 

- Solugao-estoque 

Pese em frascos de 100 mL com precisao de 0,01 mg os segia 
padroes: 0,1 g de daidzina, 0,025 g de glicitina, 0,1 g de genistina, 0J 
de daidzeina, 0,01 g de gliciteina e 0,01 g de genisteina. Quantifl 
suficiente de dimetilsulfoxido e adicionada para se obter massa fina 
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50 g, e a concentra^ao exata pode ser entao calculada. Agite a mistura e 
armazene-a em frasco escuro rosqueado. A solu^ao e estavel por dois 
meses em temperatura ambiente. A pureza dos padroes pode ser acessada 
pelo CLAD-UV, dividindo-se a area do composto de referenda pela area 
de todos os picos no cromatograma e multiplicando por 100. Resultados 
obtidos acima de 95% sao considerados satisfatorios. 

- Solugao de trabalho 

Pode ser preparada pesando-sc 1, 2, 3, 4 e 5 g da solu^ao-estoque 
em frasco de 50 mL e adicionando 1,25 rnL do padrao interno. Dilua com 
acetonitrila 50% (v/v) e transfira os padroes diluldos para frascos escuros 
rosqueados e armazene-os em geladeira. Estes sao estaveis por dois 
meses. A curva-padrao pode ser obtida graficamente, variando-se a 
concentra$ao dos padroes em fungao da area do pico obtido no 
cromatograma. As concentra^oes das solu^oes-padrao devem ser 
escolhidas de forma a cobrir toda a faixa de isoflavonas presente na 
amostra. 


Cromatografia de Fase Gasosa 

Os isoflavonoides possuem grupos hidroxila na sua estrutura, o que 
dificulta a sua analise por cromatografia de fase gasosa sem que se faga a 
priori a derivatizagao. A formagao de derivados e ncccssaria para 
aumentar a volatilidade e a estabilidade termica, sendo analisados em 
coluna capilar nao-polar. 

A amostra e hidrolisada com acido para se obterem as formas 
agliconas coirespondentes. Utiliza-se a biochanina A como padrao 
interno (75 pg) em 50 mg da amostra. A mistura e entao hidrolisada em 
tubo com tampa, com 0,5 mL de HCL 1,0 M, durante duas horas em 
temperatura de 100 °C. Apos a hidrolise, resfrie a amostra, neutralize-a 
para pH 6,5-7,0 com NH4OH 2M, seguido pela adigao de 3,0 mL de eter, 
e agite em vortex. 

- Derivatizacao 

Apos centrifugagao, transfira a alfquota de 1,0 mL do eter para 
outro frasco e remova o solvente com nitrogcnio. A amostra seca e entao 
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derivatizada para eter trimetilsilil (TMSE), adicionando-se 25 fxL de 
piridina e 50 /xL de bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA). Aquega 
a 60 °C durante cinco minutos. 

- Cromatografia 

Injete 1,0 /rL da amostra derivatizada em coluna capilar tipo SPB-1 
ou DB-1 de 30 m x 0,32 mm x 0,25 /rm, operada nas seguintes condi?6es: 
temperatura do fomo, 240 °C; do injetor, 300 °C; do detector, 300 °C; razao 
de divisao, 20:1; e fluxo de 1,5 mL.min 1 . As isoflavonas sao identificadas 
comparando-se os tempos de reten^ao com os padroes e quantificadas pelo 
fator de resposta calculado em fun^ao da biocanina A (Figura 14.11). 



Tempo de Reterxjao (mim) 


Figura 14.11 - Cromatograma dos derivados de isoflavonas agliconas 
graos de soja. 
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Para extrair quantidades maiores de isoflavonas agliconas, a 
seguinte metodologia pode ser aplicada: 

-Extragiio: far inha de soja + etanol 96% (1:3). 

-aquecer a 80 °C/8 h cow agitagao. 

- filfrar a vacuo ew papel - filtro Whatman # 1. 

- Hidrolise: adicionar ao filtrado 0,13 mol/L da solugcio de HCl 37% e 
aquecer a 80 °C/6 h com agitagao. 

- Cristalizagao: adicionar cigua ao filtrado hidrolisado na proporgao de 
4:1, com agitagao em temperatura ambiente. 

- remover os cristais a vacuo em filtro de 0,2 pm. 
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Cromatografia de Fase Gasosa 


Introdugao 


Cromatografia de fase gasosa consiste na separagao 
componentes vaporizados, combinando-se princfpios de partiga 
adsorgao e volatilidade. Os princfpios de separagao sao os mesmos 
outros tipos de cromatografia, mas a mecanica pela qual essas separagc 
ocorrem e diferente. 

A fase movel 6 um gas (helio, hidrogenio ou nitrogenio), enqua 
a fase estacionaria e um lfquido de alto ponto de ebuligao que envolve ( 
material solido inerte. A fase estacionaria e "empacotada" em ui 
coluna de metal ou de vidro, a qual e colocada dentro do forno 
cromatografo, onde a temperatura e termostaticamente controlada. 

As colunas sao "empacotadas" com diferentes suportes soli 
inertes, os quais sao recobertos com diferentes filmes organicos 
volateis. O suporte preparado contendo a fase organica lfquida constituii 
fase estacionaria. Com a passagem dos componentes volatilizados 
coluna ocorre a partigao entre a fase estacionaria e a fase movel (f 
Pequena quantidade (microlitros) do solvente contendo os componer 
dissolvidos e introduzida no injetor com o auxflio de microsseringas. 

A temperatura do bloco injetor deve ser suficientemente ele\ 
para garantir completa vaporizagao dos componentes. Isso permite 
estes sejam carreados pelo gas de arraste (N 2 , H 2 ou He) para a coli 
qual e tambem mantida em temperatura elevada. 

Os componentes vaporizados saem da coluna na ordem inver 
sua afinidade pela fase estacionaria, ou seja, os componentes com 
afinidade pela fase estacionaria sao os ultimos a deixar a coluna. 
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serem elufdos, os componentes passam pelo detector , sendo detectados e 
registrados em graficos. 


Instrumentagao Basica 

A configura^ao basica (Figura 15.1) consiste dos seguintes 
componentes: (1) e (2) - gases para combustao no detector, (3) - gas 
carreador, (4) - tubulates, (5) - microsseringa, (6) - septo, (7) - injetor, 
(8) - forno, (9) - coluna, (10) - detector, (11) - efluentes da coluna, (12) - 
cabos eletronicos, (13) - amplificador, (14) - sistema computadorizado 



Mecanismo de Separagao 

O processo de separagao envolve o mecanismo de partigao entre 
a fase estacionaria liquida e a fase gasosa. Alem disso, como a fase 
movel e um gas, a mistura de componentes da amostra tern de estar na 
forma de gas ou de liquido, com alta pressao de vapor. Nessa situa^ao, 
os componentes da amostra sao carreados atraves da coluna pela fase 
movel. 






































































494 


Quimica de Alimentos - Teoria e prdtica 


A pressao de vapor pode ser defmida como a tendencia de as 
moleculas de uma amostra liquida escaparem da fase liquida e se 
tomarem gas. Se essa tendencia e alta, a pressao de vapor e elevada 
(tipica de liquidos nao-polares e de baixo PM). Se, entretanto, essa 
tendencia e fraca, entao a pressao de vapor e baixa (tipica de substancias 
altamente polares e, ou, de alto PM). Exemplos de substancias com alia 
pressao de vapor sao eter, acetona e cloroformio. Exemplos cr 
substancias de baixa pressao de vapor sao agua e alcoois de alto PM. A 
alta pressao de vapor esta sempre relacionada com o baixo ponto de 
ebuli^ao. Se moleculas das substancias escapam rapidamente da fase 
liquida, significa que nao necessitam de absorver muita energia pan. 
passar para a fase gasosa e vice-versa. 


Em cromatografia de fase gasosa, substancias com alta pressao de ■ 
vapor sao fortemente influenciadas pela fase movel gasosa e saeia 
rapidamente da coluna, se a solubilidade na fase estacionaria e baixa. P:r 
outro lado, se a pressao de vapor dos componentes da mistura e baixjL. 
mas estes possuem alta solubilidade na fase estacionaria, o temp: 
requerido para sail* da coluna e elevado. A pressao de vapor vara, 
substancialmente com a temperatura. Portanto, a temperatura elevada zx 
coluna e comumente utilizada. 

Os componentes da amostra movimentam-se na coluna amM 
velocidades diferentes, dependendo, principalmente, do PM, da preaSa| 
de vapor e da afinidade pela fase estacionaria. As frames emergem i 
coluna para o detector, onde produzem impulsos eletricos, registradosa 
cromatograma. 

A amostra a ser analisada e aplicada, por meio de microssering^B 
no injetor (Figura 15.1), que e mantido a uma temperatura superior a — 
coluna, garantindo, dfssim, a completa vaporiza^ao da amostra. O isl 
(fase movel), o qual passa atraves do sistema continuamente, carrea® 
amostra vaporizada atraves da coluna mantida sob aquecimento. B 
razao de coeficientes de distribui<;ao diferentes, os varios componentes at 
amostra injetada saem da coluna em tempos variados. Uma vez que 1 
componentes da amostra tenham sido emitidos da coluna, o probta^J 
passa a ser de detec^ao. 

O bloco do detector esta situado no terminal da coluna (Rgi 
15.1), o qual e mantido tambem em altas temperaturas, evhj 
condensa^ao da amostra em seu interior. As fra55es emergem da ccci 
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para o detector, produzindo impulsos eletricos, que sao amplificados para 
o registrador. 

Observaqao: Uma condigao indispensavel para analise em 
cromatografia gasosa e a completa vaporizagao da amostra. Caso esta, em 
seu estado natural, nao se vaporize em temperatura do injetor, necessitara 
de ser derivatizada. 

Compostos instaveis termicamente e de baixa volatilidade, como 
agucar, aminoacidos, acido graxo etc., precisam ser derivatizados. A 
derivatizagao e uma tecnica em que a substancia se toma volatil e 
termicamente estavel, alem de promover melhores separagao e resolugao 
dos componentes. Por esta tecnica, praticamente toda substancia 
conhecida pode ser analisada em cromatografia de fase gasosa. 


Coluna e Fase Estacionaria 

As colunas usadas em cromatografia de fase gasosa podem ser 
empacotadas ou capilares. Nos ultimos anos, as colunas empacotadas 
tern sido pouco utilizadas em razao das maiores vantagens das capilares. 

Colunas empacotadas de ago inoxidavel sao as mais usadas, por 
serem de manuseio mais facil e suportarem pequenas torgoes sem 
comprometer seu empacotamento e, conseqtientemente, sua resolugao. A 
fase estacionaria (liquido) e adsorvida pela superficie do substrato solido 
(material granular de terra diatomacea), denominado suporte, e resiste a 
temperaturas acima de 450°C. 

O suporte deve ser inerte, de granulometria com diametro entre 
125 e 250 /zm e de definido mesh (60/80, 80/100 ou 100/120 mesh). Estes 
suportes sao geralmente de dois tipos: terra diatomacea (nome comercial: 
Chromosorb) e teflon. O material escolhido para ser utilizado como fase 
estacionaria (liquido usado na cobertura do material inerte na proporgao 
de 1,0 a 10,0% do peso do suporte solido) determina, na maioria das 
vezes, a "performance" da coluna. 

Colunas contendo maior quantidade de fase liquida retem por mais 
tempo os compostos, mas promovem melhor separagao. Dos mais de 200 
tipos de liquido disponiveis no mercado, os mais comuns sao a base de 
silicone (metil, fenil e carbowax). A escolha da fase liquida envolve 
intuigao, conhecimento de quimica, informagoes do fabricante e 
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literatura. Como regra, a polaridade da fase estacionaria deve ser similar a 
dos componentes da amostra a serem separados. 

A fase estacionaria e um filme (polimero) que reveste a parede 
interna da coluna capilar, retardando a movimentagao dos componentes 
da amostra injetada ao longo da coluna. Diferengas nas propriedades 
quimicas e ffsicas dos compostos organicos injetados e suas interagoes 
com a fase estacionaria sao a base do processo de separagao. 

A interagao entre os componentes da amostra e a fase estacionaria 
varia em fungao das propriedades das substancias analisadas. Quando a 
energia da interagao "substancia-fase estacionaria" difere significativa- 
mente para dois compostos, um e retido por mais tempo que o outro. O 
tempo em que sao retidos na coluna (tempo de retengao) e a medida dessa 
interagao. 

A escolha da polaridade da fase estacionaria e o parametro mais 
importante na selegao de uma coluna. A definigao do tipo de fase e 
baseada no principio geral de que "igual dissolve igual". Uma coluna 
nao-polar e, portanto, utilizada em analises de compostos nao-polares e 
vice-versa. 

Os componentes nao-polares sao constituidos de atomos dd 
carbono e hidrogenio contendo ligagoes simples entre os atomos de. 
carbono (hidrocarbonetos). As interagoes entre os compostos nao-polares 
e a fase nao-polar sao dispersivas, isto e, as moleculas entram e saem 
fase ao acaso. Assim, a separagao e baseada exclusivamente no ponto 
ebuligao. 

Os compostos polares sao tambem constituidos de atomos 
carbono e hidrogenio, mas possuem um ou mais atomos de Br, Cl, F. 

O, P e S. Alem das interagoes dispersivas, ocorrem tambem interact 
entre as moleculas polares e a fase polar, incluindo dipolo-dipolo e. < 
acido-base. A separagao e determinada pela diferenga no efeito it 
dessas interagoes. 

Diferentes espessuras do filme (fase estacionaria) sao utilizadas | 
diversas situagoes. De modo geral, filmes mais espessos retem 
compostos por um tempo maior e requerem temperatura mais eleva 
para eluir os componentes e vice-versa. Em geral, filmes mais espes 
sao utilizados para componentes de baixo ponto de ebuligao, permita 
maior interagao com a fase estacionaria e maior resolugao entre os pa 
muito proximos. 
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As espessuras da fase estacionaria utilizada podem ser assim 
divididas: 

1 - Espessura entre 3,0 e 5 /xm: utilizada em analises de gases, 
solventes etc. 

2 - Espessura moderada entre 1,0 e 1,5 /xm: empregada em analises 
de componentes que sao eluidos em temperatura entre 100 e 200 °C. 

3 - Espessura entre 0,25 e 0,5 /xm: utilizada para eluir compostos 
em temperatura acima de 300 °C. 

4 - Espessura do filme de 0,1 /xm: ideal para compostos de alto 
peso molecular, eluidos em temperatura acima de 300 °C. 

As colunas de silica fundida sao o ultimo avango na tecnologia de 
colunas para a cromatografia gasosa. Mais conhecidas como colunas 
capilares , em razao de seu diametro, estas colunas tern minimizadas a 
adsorgao e a decomposigao em sua superficie, o que possibilita a 
cromatografia de aminas, alcoois, fenois, acidos e outras substancias 
polares, sem a necessidade de dcrivatizagao. Podem ser operadas em 
temperaturas de 10 a 20 °C superiores as suas correspondentes de ago e 
vidro. Sao extremamente flexfveis e grandes (cerca de 50 metros) e com 
diametro intemo variavel (Tabela 15.1). 


Tabela 15.1 - Caracteristica das colunas em cromatografia de fase gasosa 


Parametros 

Capilar 

Empacotada 

Posigao da fase estacionaria 

Parede 

Na resina 

Diametro intemo (mm) 

0,1 -0,5 

2,0 - 4,0 

Comprimento (m) 

5,0 - 100 

0,5 - 10,0 

Espessura da fase liq. (/xm) 

0,3 - 2,0 

1,0 -10,0 

Veloc. gas de arraste (ml/min) 

1,0-2,0 

20,0 - 80,0 


O diametro interno (DI) das colunas capilares variam de 0,1 mm 
(microbore), 0,2 - 0,32 mm (capilar normal) a 0,53 mm (megabore). A 
fase 'liquida (Tabela *15.2), com espessura variando de 0,1 a 5,0 /xm, e 
quimicamente ligada a parede interna do vidro. As colunas com DI de 
0,20, 0,25 e 0,32 /xm oferecem melhor resolugao e menor capacidade de 
injegao da amostra. 
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Tabela 15.2 - Fase estacionaria mais comum 

Composigao 

Polaridade 

Aplicagao 

100% dimetil polissiloxano (goma) 

Nao-polar 

Fenois, aminas, hidrocarbonetos, 
compost, sulfurados, pesticidas 

100% dimetil polissiloxano (liquido) 

Nao-polar 

Oleo essencial, AAs, derivados 

5% difenil, 95% dimetil polissiloxano 

Nao-polar 

Ac. graxo, ester metilico, alcaloides 

7% cianopropil, 7% fenil polissiloxano 

Intermediaria 

Hsterois, pesticida 

50% fenil, 50% metil polissiloxano 

Intermediaria 

Esterdis, glicdis, pesticida 

50% cianopropil, 50% polimetil 
polissilo. metilico 

Intermediaria 

Ac. graxo, ester 

Polietileno glicol-TPA modificado 

Polar 

Acidos, <ilcoois, aldeidos, cetonas 

Polietileno glicol 

Polar 

Ac. livres, alcoois, dster, oleo 
essencial 


Injegao da Amostra 

A injegao da amostra e a maior fonte de imprecisao em 
cromatografia gasosa. Seringas de 10,0 p\ sao as preferidas, e o volume 
injetado varia de 1,0 a 3,0 jul. Em tomo de 0,6 p\ da amostra e retida na 
agulha. Portanto, a quantidade da amostra injetada no cromatografo 
depende da habilidade do analista em obter a leitura correta do volume. 
Duas tecnicas de injegao sao as mais utilizadas em colunas capilares. 

Split - E o tipo de injegao mais comum, com o qual se obteiz 
redugao na quantidade da amostra injetada na coluna capilar, em razao de 
sua pequena capacidade em relagao a da empacotada. E utilizada pan 
amostras concentradas (componentes variando de 0,1 a 20 pg/pi). 

A amostra, ao ser inserida no injetor aquecido, e imediatamene 
vaporizada numa area por onde passa o gas carreador em alta velocidade. 
Parte da mistura (amostra vaporizada mais gas carreador) e entao 
transferida para a coluna capilar, sendo o restante ventilado para o me» 
ambiente. A diferenga desse fluxo estabelece entao a razao de divisaou 
conforme mostrado na equagao a seguir. 

Fluxo da coluna + fluxo do divisor + fluxo da pur,:* 

Razao de divisao =-9 

Fluxo da coluna 

Na pratica, utilizam-se o tipo convencional de seringa para injetarai 
amostra (1,0 a 2,0 ul) e a razao de divisao de 100:1. 
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Se a amostra possui componentes de PM muito variaveis, pequenas 
variagoes podem ocorrer na velocidade dc vaporiza^ao. Os componentes 
de PM elevado requerem um tempo ligeiramente maior para serem 
vaporizados, portanto podem nao estar totalmente vaporizados ao 
chegarem ao split. Outro ponto importante a ser considerado e com 
rela^ao aos compostos termossensiveis, os quais podem ser degradados. 

Splitless - E utilizado em analises de amostras diluidas (tra^os). A 
amostra e inserida no injetor aquecido, ocorrendo sua imediata 
vaporizagao. O gas carreador em baixo fluxo se mistura com a amostra 
vaporizada, carreando-a para a coluna. 

A temperatura da coluna e mantida a 10-20°C abaixo do ponto de 
ebuligao do solvente no qual a amostra se encontra dissolvida, de forma 
que o volatilizado, ao entrar na coluna, se condense. Apos 
aproximadamente 1,5 a 2,0 volumes do gas carreador terem passado pelo 
injetor e pela coluna, a valvula de escape desse gas sera aberta e qualquer 
residuo remanescente no injetor sera ventilado para a safda do divisor. 

Apos um perfodo de tempo predeterminado, a temperatura da 
coluna e programada; com o aumento desta, inicia-se a eluigao dos 
componentes da coluna. A injegao da amostra deve ser feita lentamente, 
em razao da capacidade limitada do injetor, evitando seu retorno. 


Teoria em Cromatografia 

Cromatografia e um processo contfnuo, mas, para efeito de melhor 
compreensao, imagina-se que a coluna e dividida em segmentos de 
determinado tamanho. Em cada segmento ocorre um equilfbrio 
(destila^ao) entre a fase estacionaria e a fase movel, com a passagem do 
soluto pela coluna. 

O composto "destila" da fase estacionaria para a fase movel, e, 
quanto mais ele se destila, melhor sua separa$ao dos outros componentes. 
Uma destila^ao e denominada "prato teorico". 

Terminologia utilizada para descrever a eficiencia da coluna 

N: Pralos tedricos - referem-se a um unico estadio no processo de 
separa 9 ao, o qual envolve grande numero de estadios para se obter uma 
boa separagao. Fazendo analogia com o processo de destilagao. um unico 
estadio consiste na condensagao de vapores, seguida pela evaporaci: 
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Cada estadio de condensagao e evaporagao resulta no enriquecimento de 
um componente da mistura. Portanto, grande numero de tais estadios 
(pratos teoricos) resulta em significativa purificagao. 

Em cromatografia de partigao, este estadio, denominado unico, se 
refere a dissolugao dos componentes na fase estacionaria, seguida dz 
dissolugao destes na fase movel; quanto mais vezes isso ocorrer, melhor 
sera a separagao. Portanto, a obtengao de uma boa separagao depende do 
numero de pratos teoricos. 

O numero de pratos teoricos pode ser calculado medindo-se a 
abertura do pico em fungao do tempo de retengao (Figura 15.2). 

N = 16 (t R /W) 2 ou N = 5,54 (t R /b) 2 

sendo: N = pratos teoricos; t R = tempo de retengao do pico; e W - largurz 
do pico medida na linha de base ou na metade da altura do pico ( b ). 

Valores elevados para N sao desejaveis para uma boa separagaa 
Tempo de retengao e o tempo em que o soluto e retido na coluna apos a 
injegao (antes de ser eluido). O termo N pode ser tambem utilizado paia 
indicar deterioragao da coluna. 



Figura 15.2 - Determinagao do numero de pratos teoricos. 
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Hetp 

E o tamanho da coluna equivalente a um prato teorico. Os picos 
alargam-se ao safrem da coluna, o que e indesejavel, causando picos de 
base aberta e com separagao da I inha de base muito ruim. HETP e a 
medida dessa distorgao e, quanto menor o seu valor, melhor a eficiencia 
da separagao. Colunas com valores de HETP variando de 0,3-1,0 mm sao 
consideradas excelentes. O HETP e a medida preferida da eficiencia da 
coluna, permitindo comparagoes entre colunas de diferentes tamanhos. 

Os valores de HETP e N relacionam-se da seguinte forma: HETP = 
L/N % em que Leo tamanho da coluna, em mm ou cm, sendo tambem 
proporcional ao tamanho da coluna. 


Resolugao 

E definida como a distancia (d) entre o centro de dois picos 
consecutivos dividida pela media da largura (w) de suas bases. Se R = 
1,0, a resolugao de dois picos de areas identicas esta 98% completa; se R 
= 1,5, a separagao esta 99,7% completa (Figura 15.3). 




Figura 15.3 - Eficiencia de uma coluna. 
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Fatores que afetam a resolugao 

Temperatura da coluna: Aumentando a temperatura da coluna, 
aumenta tambem a pressao de vapor dos componentes da amostra, 
reduzindo o tempo de retengao. 

O aumento da temperatura, entretanto, provoca efeito variavel na 
pressao de vapor de diferentes substancias, ou seja, a pressao de vapor de 
duas substancias quaisquer nao aumenta iguaimente com a temperatura. 
De forma similar, a pressao de vapor reduz com a diminuicao da 
temperatura (aumenta o tempo de retengao), mas em diferentes mveis 
para diversas substancias. Portanto, tanto a diminuicao quanto o aumento 
da temperatura podem ser utilizados para alterar o tempo de retencao e 
melhorar a resolucao. 

Tamanho da coluna: Como mencionado anteriormente, colunas 
acima de 10,0 m (colunas empacotadas) nao sao utilizadas. Isso se deve a 
necessidade de uma alta pressao para sustentar o fluxo de gas. Mais 
recentemente, com novas tecnologias, foi desenvolvida a coluna capilar. 
Esta consiste - em vez de partfculas solidas contendo a fase lfquida 
dentro da coluna, como no caso das colunas empacotadas - de uma fase 
estacionaria adsorvida na parede interna de um tubo capilar de diametro 
muito pequeno (0,1 - 0,7 mm), de forma que o tubo permanece aberto 
para a passagem do gas (Figura 15.4). 



Figura 15.4 - Vista de uma coluna capilar. 





Cromatograjia de Fase Gasosci 


503 


Colunas de 30 metros sao as mais utilizadas, e as de 15 metros sao 
usadas para testes rapidos de mistura simples ou para compostos de 
elevado peso molecular. Colunas acima de 30 metros sao utilizadas para 
amostras complexas, a fim de se obter o maximo em resolugao. 
Entretanto, existe um limite pratico para se aumentar o tamanho da 
coluna. Por exemplo, em analises isotermicas, uma cohma de 60 metros 
aumenta a resolugao em 40% em relagao a de 30 metros (R = K Vl). 

Fluxo de gas : A velocidade do gas carreador afeta a resolucao. Os 
componentes da mistura se dispersam mais rapidamente dentro da coluna 
(independentemente do grau de interagao com a fase estacionaria) se a 
velocidade do gas e aumentada. Portanto, um fluxo minimo e necessario 
para se obter uma boa resolucao. 

Para fluxo de gas muito baixo, a resolugao e menor, em razao de 
fatores como irregularidade no empacotamento, tamanho das partfculas, 
diamctros da coluna etc. Os fluxos recomendados encontram-se descritos 
na Tabela 15.1. 

Volume da amostra injetada : Um volume da amostra muito grande 
nao pode ser adequadamente retido por uma coluna de diametro pequeno. 
Como resultado, obtem-se picos largos, reduzindo a chance de uma 
completa resolucao dos componentes da mistura. Os volumes 
recomendados variam com o diametro da coluna. Para colunas capilares, 
recomenda-se volume maximo de 1,0 /xl e, para as empacotadas, de ate 
20 ix 1 . 

Natureza da fase estacionaria: A interagao dos componentes da 
mistura ocorre com a fase estacionaria, portanto a sua natureza e 
obviamente importante. Centenas de diferentes lfquidos utilizados como 
fase estacionaria estao dispomveis, mas somente alguns deles sao. 
comumente utilizados. O procedimento usual para selecionar a fase 
estacionaria e baseado em informagoes obtidas em literaturas e do 
fabricante. 

Aumentando a espessura do filme, geralmente se reduz a eficiencia 
da coluna e aumenta o tempo de retengao. Em geral, colunas de 0,10 - 
0,25 pm sao utilizadas para separar substancias de alto ponto de ebuligao 
(> 300 °C). 
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Sensibilidade 

E o quociente entre o tamanho do pico e a linha de base (ruido). 
Para determinado pico ser detectado e quantificado, sua altura tem de ser 
no minimo duas vezes a intensidade do ruido da linha de base. 


Detectores 

Os detectores mais utilizados cm cromatografia de fase gasosa sao 
Condutividade Termica (CT), Ionizagao de Chama (IC) e Captura de 
Eletrons (CE). As fragoes, ao sairem da coluna, passam pelo detector, que 
e mantido em uma temperatura mais alta que a da coluna para evitar a 
condensagao da amostra. Os detectores para CG detectam gases e nao 
liquidos, transmitindo impulsos eletricos, que sao amplificados e 
registrados em graficos. 

- Detector de condutividade termica (DCT) 

Responde a todos os componentes de uma amostra nao identica a 
do gas carreador. Baseia-se no fato de que o gas, contendo os 
componentes separados, mudara a temperatura do fio metalico 
(tungstenio), diferentemente do gas por si so. A mudanga de resistencia a 
corrente eletrica resultante da variagao de temperatura e medida pelo 
circuito, por meio da ponte de Wheatstone, que alimenta o registrador. 
Apos a saida da substancia, a temperatura do fio de tungstenio e a do gas 
sao identicas. Este tipo de detector nao destroi a amostra. 


- Detector de ionizagao de chama (DIC) 

Compostos organicos elufdos da coluna sao ionizados 
passagem atraves da chama de hidrogenio (isto e, o detector requ 
alimentagao continua de H 2 e ar para manter a chama acesa - 2.000 °CX t 
os ions produzidos sao utilizados para conduzir corrente eletrica, os qu 
sao amplificados e transmitidos para o registrador. O detector 
ionizagao de chama baseia-se no principio de que a condutividade elet 
de um gas e diretamente proporcional a concentragao de partial 
carregadas, como ions (positivos ou negativos) e eletrons. 
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O efluente da coluna e misturado com H 2 e 0 2 e queimado. Como 
numa chama de H 2 + 0 2 nao existem ions, ela nao conduz corrente 
eletrica. Quando um composto organico elui, ele tambem e queimado. 
Como na sua queima sao formados ions, a chama passa a conduzir 
corrente eletrica (Figura 15.5). 



Figura 15.5 - Detector por ioniza^ao em chama. 

- Detector de captura de eletrons (DCE) 

Mede a perda de sinais em vez da corrente eletrica produzida. O 
gas carreador passa pelo detector, e a fonte de trftio ou Ni63 ioniza as 
moleculas de nitrogenio, formando eletrons. Estes migram para o anodo - 
que contem voltagem fixa -, onde sao coletados. Se a amostra contem 
moleculas capazes de absorver os eletrons (grupos polares, halogenios), 
provoca redu^ao da voltagem. Uma vez que os componentes da mistura 
tenham sido separados e o cromatograma tenha sido obtido, a proxima 
fase sao a identificaijao e a quanliFica?ao dos componentes. 

Identificagao e Quantificagao dos Picos 

Os componentes eluidos da coluna sao detectados pelo detector, e o 
sinal e enviado ao processador de dados, obtendo-se o cromatograma 
(Figura 15.6). 
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Figura 15.6 - Cromatograma tipico. 


Interpretagao do cromatograma 

E necessaria uma positiva identifica?ao pelo uso de padroes, os 
quais sao injetados sob as mesmas condi?oes, para se determinar o temp-3 
de retengao, e devem ser iguais aos componentes da amostra que esu 
sendo analisada; tempo de retengao igual somente e possfvel em 
condigoes identicas (temperatura, velocidade do gas, coluna etc.). 

Um termo mais adequado seria tempo de retengao relativo , no qua] 
o tempo de reten^ao de todos os componentes e expresso como o 
quociente do tempo de reten^ao de um componente em relagao ao padraa 
observados a temperatura, a velocidade do gas e o tipo de coluna. Para se 
obterem informa^oes quantitativas, como porcentagem de um 
componente, e necessario conhecer a area de cada pico. 


Analise qualitativa 

A partir do momento em que a substantia e injetada e emerge d* 
coluna e passa pelo detector, o tempo e registrado e denominado tempo 
de retengao daquela substantia. Obviamente, se uma boa separagao dos 
componentes foi obtida, entao cada componente tera o seu tempo de 
retengao caracterfstico. Portanto, o tempo de retengao do pico e utilizado 
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na determinate) qualitativa, comparando-o com aquele da amostra- 
padrao (Figura 15.7). 



Figura 15.7 - Determinagao do tempo de retengao. 

O tempo de retengao e propriedade caracteristica de determinado 
composto para uma coluna especifica em condigoes padronizadas: fluxo, 
temperatura, pressao e fuses liquida e movel. Quando tais condigoes 
experimentais sao controladas, o tempo de retengao e reproduzivcl e pode 
ser utilizado para identificar os componentes da amostra. 


Analise quantitative 

Assumindo que uma boa separa^ao e identifica^ao dos 
componentes da amostra tenham sido obtidas e que a quantificagao 
envolve a medifao da altura do pico, area ou massa, devem-se comparar 
esses dados obtidos com o padrao de concentra^ao conhecido. 

- Metodo do fator de resposta 

Considera-se uma mistura de quatro componentes a ser analisada. 
O cromatograma obtido e mostrado na Figura 15.8. 
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As areas dos componentes de uma mistura nao sao diretamente 
proporcionais a sua composigao percentual, ou seja, o detector nao 
responde igualmente por todos os componentes, portanto e necessario 
determinar os fatores de corregao. Uma vez determinados, esses fatores 
podem ser utilizados no calculo da composigao percentual. 

Para quantificar, por exemplo, o componente B, mede-se a area dos 
quatro picos e divide-se a area correspondente ao pico B pela area total: 

Area do pico (B) 

%B=--------- x 100 

Area(A) + Area(B) + Area(C) + Area(D) 

A utilizagao desse procedimento implica que: 

- Sem comparar o pico com o padrao, nao se sabe se o resultado e 
expresso em % peso, % volume ou % mole. 

- O detector nao responde igualmente para todos os componentes. 
Portanto, para uma mesma concentragao dos componentes, as areas dos 
picos podem nao ser identicas. Dessa maneira, a soma das quatro areas 
seria incorreta e a area do pico B nao representaria a fragao correta do 
total. 

No entanto, e possivel medir o fator de resposta para determinada 
substancia, o qual e a area obtida pela unidade injetada - microlitro (/rL) 
ou micrograma (pg). 
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O procedimento e injetar uma quantidade conhecida da substancia 
(fih) ou pesar a seringa antes e depois da inje?ao. A area obtida resultante 
e medida e dividida por essa quantidade: 

area do pico 

Fator de resposta - - 

quantidade injetada (padrao) 

A quantidade da substancia presente na amostra desconhecida e 
entao determinada, medindo-se a area do pico da substancia resultante da 
inje 9 ao de uma quantidade conhecida da amostra e dividindo-a pelo fator 
de resposta da substancia. 

area do pico 

Quantidade da substancia =--- 

fator de resposta 

A porcentagem da substancia pode, entao, ser calculada: 

quantidade da substancia (acima) 

% Substancia -- x 100 

quantidade injetada 


- Utiliza^ao de padrao 

Externo: Solugoes-padrao cobrindo a faixa de concentra^ao 
desejada sao cromatografadas, e os dados obtidos (altura do pico, area ou 
massa), utilizados na obten^ao da curva-padrao. Um volume identico da 
amostra e entao cromatografado, sendo os dados obtidos (altura do pico, 
area ou massa do pico da amostra) utilizados na determinacao da 
concentra^ao da amostra via curva-padrao (Figura 15.9). 
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Figura 15.9 - Curva de calibragao. 

- Para uma amostra desconhecida, a quantidade do componente (y) 
de interesse sera: 

Sy Sy 

jUg(y) = - = - Sy: area do pico y 

FR 10,9 

- A concentragao de (y) na amostra original sera, entao: 

vol. total da amostra (ml) 

jttg(y) encontrado x - 

vol. amostra injetada (ml) 

% P(y) =- x 10^ 

Peso da amostra original (g) 

Exemplificando: Foi injetado 1,0 ju.1 da amostra e encontrado 0,1 fig 
de (y). Se a amostra original continha 0,25 g dissolvido em 25 ml do 
solvente, entao: 

0,1 x (25/0,001) x 10- 4 

% P (y) = - =1,0 

0,25 

Para obtengao de melhores resultados quantitativos, deve-se manter 
o volume da amostra constante e fazer diluigoes. Esse procedimento 
exige que o volume injetado seja cuidadosamente controlado. Tecnicas de 
injegao da amostra sao difi'ceis de serem reproduzidas, e esse tipo de erro 
e inerente ao metodo. A vantagem desse procedimento, em comparagai 
com o fator de resposta, e que somente um pico e medido e todos o 
outros nao precisam estar devidamente separados. 
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Interno: Escolher um composto que nao esteja sendo analisado para 
utiliza-lo como referenda. Esse composto deve apresentar propriedades 
qulmicas similares as do componente a ser analisado e ser eluido em uma 
area do cromatograma onde nao interfira com os outros componentes. 
Neste procedimento, aos padroes e a amostra e adicionada uma 
quantidade conhecida de uma substancia denominada padrao interno. O 
proposito desse padrao e servir como ponto de referenda para as 
medi^oes das areas dos picos. Ligeiras varia$oes no volume injetado sao 
compensadas pelo fato de que tanto o pico do padrao interno como o da 
substancia sao afetados igualmente. 

Mede-se a area do padrao interno e da substancia e, assim, divide- 
se a area da substancia pela area do padrao interno. O quociente obtido e 
entao utilizado para se montar o grafico (quociente x concentragao). 

- Exemplificando: Em uma amostra de 5,0 ml foram adicionados 
5,0 ml de uma solu$ao-padrao contendo 100 /xg/ml. Apos cromatografada 
a mistura, o quociente da area obtido foi 8, portanto o quociente para o 
peso correspondente e 7 (figura a seguir). Conhecendo a concentragao do 
padrao, entao a concentra^ao do componente e 7 x 100 /tg/ml. Como 
foram adicionados 5,0 ml da solusao-padrao, a quantidade total da 
substancia desconhecida sera: 5,0 ml x 700 jtrg/ml = 3.500 ng ou 3,5 mg 
na amostra original. 

8 

i Componente 
Area Padrao 


_ Componente ' 

Feso “ Padrao 

Metodo da adiQao do padrao : A amostra e inicialmente submetida a 
analise cromatografica, sendo a area do pico (Sy) de interesse medida 
(Figura 15.10). Uma quantidade conhecida (Py) da substancia (y) a ser 
determinada e entao adicionada a amostra e novamente submetida a analise 
cromatografica. A area do novo pico (S’y) resultante e medida. O fator de 
calibragao Fc para a substancia (y) pode entao ser determinado. Assim: 
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S’y-Sy 

Fc =- 

Py 

A quantidade de Y na amostra original (antes da adigao da 
quantidade Py de Y) e entao Sy/Fc. Graficamente (Figura 15.10), toma-se 
a area do pico x concentragao adicionada e determina-se, por 
extrapolagao, a quantidade da substancia desconhecida. 




Figura 15.10 - Cromatograma ilustrando o metodo de adigao do padrao. 
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2 - Esterifica^ao: a mistura hidrolisada adicionar 400 /x1 da solugao 
HCl/MeOH (4:1 v/v) e aquecer novamente a 100 °C, durante 15 min 
(eq. 15.1). 


eq. 15.1 


H 2 C-0~C-R 


H.C"OH 


O 


KOH/MeOH 




■> 


HC-OH 


hidr6lise 



O-K 


H 2 C-OH 


esterificagao HCl/MeOH 

u 



O-Me 


Apos o resfriamento, 2,0 ml de agua sao adicionados a mistura, e 
os acidos graxos esterificados, extraidos com eter de petroleo (2x3 ml). 
A fase organica e passada em funil contendo Na 2 S0 4 anidro, evaporada e 
redissolvida em 500 fi\ de CHC1 3 . 

3 - Aparelhagem e condiQoes de uso: 

Cromatografo a gas - detecgao por ioniza 9 ao de chama. 

Coluna: Omegawax (30 m x 0,25 mm x 0,25 jum). 

- Sistema isocrdtico de temperatura: 

Tc = 200°C, Ti = 220 °C e Td = 260 °C. 

4 - Cromatografar os padroes de acidos graxos e, a partir dos 
tempos de reten^ao (Tr), identificar os acidos graxos da amostra. 


Determinagao de Etanol em Vinho 


Procedimento 

- Preparar solugao-padrao de etanol em agua (5,10, 15, 20, 25 e 30° l 
U tilizar frasco volumetrico de 25 ml e, acuradamente, pipetar o etanol. 
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1 - Aparelhagem e condiqoes de uso: 

Cromatografo a gas - detecgao por ionizagao de chama. 

Coluna: Carbowax 20M (25 m x 0,2 mm x 0,2 /tm). 

- Sistema isocratico de temperatura: 

Tc = 60 °C, Ti = 150 °C e Td = 250 °C. 

- Sistema gradiente de temperatura: 

Tc = 60 °C/2 min, gradiente de 5 °C/min ate 170 °C/1 min. 

2 - Obter os cromatogramas dos padrdes e da(s) amostra(s). 

- Montar o grafico, utilizando as areas dos picos do etanol x 
concentragao do etanol; obter graficamente a porcentagem de etanol da(s) 
amostra(s). 


✓ 

Identificagao e Quantificagao de Alcoois 
Superiores em Aguardente de Cana 

Procedimento 

- Preparar 10,0 ml de uma mistura de alcoois (solugao-padrao) 
contendo 2,6 mg de n-propanol, isobutanol e isoarrulico e 2,0 mg de 
pentanol (padrao interno) em etanol 43% v/v. 

- Preparar a amostra, adicionando 1,0 ml de uma solugao 0,2% 
(p/v) de 2-pentanol em EtOH 43% (v/v) a 9,0 ml de aguardente. 

1 - Aparelhagem e condigoes de uso: 

Cromatografo a gas - detecgao por ionizagao de chama. 

Coluna: Carbowax 20M (25m x 0,2 mm x 0,2 pm). 

- Sistema isocratico de temperatura: 

Tc = 60 °C, Ti = 130 °C e Td = 150 °C. 

2 - Obter os cromatogramas da solugao-padrao e da amostra 
contendo o padrao intemo. 

3 - Identificar os alcoois superiores na amostra. 
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4 - Obter as areas dos picos correspondentes aos alcoois e a do 
padrao interno. Utilizar a area de um dos picos do cromatograma da 
solugao-padrao e a area do padrao interno para determinar a constante K. 
conforme equagao a seguir: 

KC = Ax/Api 

sendo 

Ax = area do composto em que se deseja determinar a concentragao da 
amostra; 

Api = area do padrao interno; e 

C = concentragao do composto de interesse na solugao-padrao 
(mg/ml). 

5 - Utilizar o cromatograma da amostra para o calculo da Ax e Ap 
e da concentragao de cada um dos alcoois superiores da amostra analisad^ 
(mg/100 ml). 

Exercicios 

1 - Por que o injetor em cromatografia gasosa deve ser aquecido em 
temperatura mais alta que a do fomo? 

2 - Listar tres maneiras de aumentar o numero de pratos teoric:^ 
em cromatografia gasosa. 

3 - Em cromatografia gasosa, o mecanismo de separagao e i 
partigao. Certo ou errado? Explique. 

4 - Dado o cromatograma abaixo, calcular a eficiencia das colunas^ 
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5 - Por que e necessario converter o trigliceridio em acidos graxos 
metilados para analise em cromatografia gasosa? 

6-0 que aconteceu com o glicerol na analise de acidos graxos, ou 
seja, por que nao foi observado no cromatograma? 

7 - Aumentando o comprimento da coluna de 20 para 30 m, quanto 
resultaria em aumento no poder de resolu^ao da coluna, considerando a 
mesma fase estacionaria? 

8 - Predizer a ordem de safda da coluna em CG, da seguinte mistura 
de acido graxo: mirfstico/estearico/palmitico/oleico/palmitoleico/ 
linoleico/araqufdico/linolenico. 

9 - A analise da fosfatidilcolina (lecitina) por CG em amostras 
tratadas com (1) fosfolipase A2 e (2) saponifica^ao forneceu os seguintes 
resultados: 



Fosfolipase A2 

Saponifica^ao 

Tempo de reten^ao 

Concentra^ao relativa 

Concentra^ao relativa 

2,0 min 

4,3 

0,7 

3,7 min 

2,1 

0,3 

5,2 min 

14.7 

32.8 

5,6 min 

3,7 

3,0 

6,6 min 

8,2 

14,8 

6,9 min 

42,5 

30,2 

7,2 min 

24,5 

18,2 


a) Diferenciar a a$ao da fosfolipase A2 (Capftulo 1) da saponificacjao. 

b) Pelos resultados obtidos da a?ao da fosfolipase A2, e possivel 
prever qual acido graxo estara localizado na posi^'ao C2? 
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10 - Identificar, nos cromatogramas a seguir, os acidos graxos e a 
origem do oleo/gordura (soja, azeite, milho e banha de porco). 

Aparelhagem e condigoes de uso: 

- Cromatografo a gas - detecgao por ioniza^ao de chama. 

- Coluna: PAG (polialquilenoglicol) 25 m x 0,2 mm x 0,2 p.m. 

Sistema isocratico de temperatura: 

Tc = 200 °C, Ti = 230 °C e Td = 260 °C. 
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11-0 cromatograma a seguir, representa a mistura de oleo de soja 
e azeite de oliva. Identificar, conforme este cromatograma os acidos 
graxos e a porcentagem de soja na mistura. 
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Pk# 

Tempo de reten^ao 

Area 

Largura 

Area % 

1 

1.271 

2.838.088 

0,015 

56.6662 

2 

1.311 

47.651 

0,024 

0.9514 

3 

2.469 

266.756 

0,029 

5.3261 

4 

2.577 

19.127 

0,031 

0.3819 

5 

3.511 

63.810 

0,053 

1.2741 

6 

3.707 

1.011.367 

0,044 

20.1933 

7 

4.055 

695.300 

0,042 

13.8826 

8 

4.583 

66.330 

0,039 

1.3244 
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Cromatografia Liquida de Alto 
Desempenho 


Introdugao 

A cromatografia liquida de alto desempenho (CLAD) pode ser 
utilizada na analise de qualquer substantia soluvel no solvente utilizado 
como fase movel. 

Todas as formas de cromatografia podem ser defmidas como um 
processo de migra^ao, em que os componentes da amostra sao 
seletivamente retidos pela fase estacionaria. Esta fase pode ser de 
material solido ativo ou liquido imobilizado. 

Comparativamente, existem diversas similaridades entre a 
configura?ao do CLAD e a do cromatografo a gas (CG): 

- A fase estacionaria consiste em pequenas particulas solidas 
“empacotadas” dentro de um tubo denominado coluna. 

- O injetor e posicionado no topo da coluna, atraves do qual a 
amostra e introduzida na fase movel. 

- O si sterna de detec^ao, localizado na saida da coluna, gera sinal 
eletrico quando qualquer componente diferente da fase movel e eluido. 

- Os sinais eletronicos gerados pelo detector sao enviados ao 
registrador e convertidos em graficos. 

Como a fase movel e um liquido, existem, portanto, diferengas 
obvias entre as duas configurates: 
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1-0 mecanismo de separagao em CLAD envolve a interagao dos 
componentes da mistura com a fase movel, enquanto em CG a pressao de 
vapor dos componentes, e nao a interagao com o gas carreador, e o fator 
mais importante. 

2 - A forga que sustenta o fluxo da fase movel e proveniente de 
uma bomba de alta pressao, em vez da pressao regulada do gas 
comprimido no cilindro. 

3- 0 sistema de injegao (injetor) e especial, por causa da sua alta 
pressao. 

4- 0 detector tambem e especial em razao da fase movel liquida. 
Finalmente, o injetor, a coluna e o detector nao necessitam de 
aquecimento como em CG, embora o modo de separagao na coluna possa 
ser afetado pela temperatura; as vezes, temperaturas elevadas sao 
utilizadas. 

Diferentemente da cromatografia a gas (Quadro 16.1), os 
compostos para analise nao necessitam ser volateis, mas e necessario que 
sejam soluveis na fase movel. 


Quadro 16.1 - Comparagao entre CG e CLAD 


Parametros 

CG 

CLAD 

Fase movel 

Gas inerte 

Liquida 

Fase estacionaria 

Liquida ou solida 

Lfquida ou solida 

Tamanho da coluna 

LO- 100,0 m 

< 30,0 cm 

Fase do composto: 



- Injetado 

Gas ou liquido 

Liquido 

- Detectado 

Gas 

Liquido 

Temperatura da coluna 

100 -300 °C 

Ambiente - 65 °C 

Detectores 


— Diferentes- 

Identificagao de picos 

Tempo de reten^ao 

Tempo de reten^ao 

Quantificasao 


-Igual- 

Descrigao matematica: 



(N, HETP, Rcsolugao) 


-Igual- 
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Instrumentagao Basica 

A configuragao basica (Figura 16.1) consiste nos seguintes 
componentes: (1) - reservatorio para solventes, (2) - suporte, (3) - tubos 
de teflon, (4) - bomba de alta pressao, (5) - misturador de solventes, (6) - 
injetor, (7) microsseringas, (8) - loop, (9) - tubos de ago inox, (10) - 
coluna, (11) - detectores, (12) - coletor de solvente, (13) - cabos 
eletronicos, (14) - registrador e (15) - sistema computadorizado de coleta 
de dados. 



Coluna e Fase Estacionaria 


As colunas geralmente utilizadas em cromatografia lfquida sao 
ago inoxidavel, com tamanho variavel de 10-30 cm de comprimento e 3 
a 10,0 mm de diametro. Alta pressao e necessario, em razao do pequer 
tamanho da partfcula de silica ou resinas (3,0 - 10,0 p.m de diametro) e 




viscosidade da fase movel. 
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A silica e o material mais utilizado no empacotamento da coluna. 
Consiste principalmentc em dioxido de silicio (SiC^), com o atomo de 

silicio no centro do tetraedron. A Valencia remanescente na superficie e 
ocupada pela hidroxila (-OH). 

1 - Silica porosa : Pode ser preparada com partfculas de diversos 
tamanhos e poros de diversos diametros. Ambos, tamanho da partfcula e 
diametro dos poros, sao parametros importantes na separa^ao 
cromatografica. Partfculas menores reduzem a distancia de contato do 
soluto com as fases estacionaria e movel, facilitando o equilfbrio e, 
conseqiientemente, a melhor eficiencia da coluna. Entretanto, partfculas 
menores aumentam a resistencia a velocidade do fluxo (fase movel). Para 
colunas analfticas, partfculas de 3,0, 5,0 e 10,0 jam sao utilizadas. 

Poros de diametros menores maximizam a area superficial e, 
portanto, a capacidade da amostra (quantidade de amostra que pode ser 
separada). Diametros de 50,0 a 100,0 °A e area superficial de 200 a 400 
m 2 /g sao utilizados na separasao de solutos de baixo PM (<500). Para 
moleculas maiores, como protefnas e acidos nucleicos, sao nccessarios 
poros maiores (>300 °A) para permitir o acesso do soluto a area interna. 

A superficie da silica pode ser modificada para ser utilizada em 
diversas aplicagoes: 

2 - Fase ligada : A superficie da silica e quimicamente modificada 
com a introdugao de hidrocarbonetos pela rea?ao com organoclorosilano 
(eq. 16.1). A natureza do grupo R 3 determina se a fase ligada resultante 

se comporta como fase normal, fase reversa ou troca ionica. 

eq. 16.1 


-Si-OH + Cl-Si-R 3 -> -Si -O -Si -R 3 +HC1 

/ I / I 

r 2 r 2 

R, eR 2 : grupos metil ou haletos 

A principal desvantagem da utiliza^ao da silica ligada ou nao e a 
lenta dissolu^ao em solugao aquosa em pH acima de 8,0. 
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Pre-colunas\ Colunas menores que 5 cm de comprimento (pre-coluna) 
sao freqtientemente utilizadas na protegao de colunas analiticas e instaladas 
entre o injetor e a coluna de trabalho (analitica). Sao necessarias para evitar 
que impurezas presentes na amostra possam ser adsorvidas pela coluna de 
trabalho. Embora o tipo de material utilizado no empacotamente da pre- 
coluna deva ser o mesmo da coluna analitica, o tamanho das particulas e 
maior (30 a 40 |am), o que facilita o seu empacotamento. A pre-coluna deve 
ser trocada sempre que sua capacidade for excedida, evitando que os 
contaminantes passem para a coluna analitica. 

Em cromatografia liquida, a fase movel (liquida) movimenta-se 
continuamente atraves da coluna contendo a fase estacionaria (solido). O 
soluto interage com as fases estacionaria e movel por diversos 
mecanismos: adsorgao, partigao, exclusao molecular , troca ionica ou 
princlpios de afinidade, podendo-se comportar de tres modos: 

a) Spr completamente particionado na fase movel, de maneira a ser 
removido da coluna rapidamente. 

b) Ser totalmente adsorvido pela fase estacionaria, de modo a 
permanecer na posigao inicial da coluna. 

c) Ser parcialmente adsorvido, de modo que possa ser retardado e 
eventualmente removido da coluna. 

Existem varios tipos de colunas, e suas fases estacionarias 
apresentam caracteristicas peculiares (Quadro 16.2). Portanto, as 
seguintes interagoes podem ocorrer entre os componentes da amostra e os 
da fase estacionaria: interagao hidrofllica, interagao hidrofobica e troca 
ionica. De acordo com essas intera?6es, as separates podem ser 
divididas em: 


Interagao 

Modo de separagao 

Fase estacionaria 

Hidrofllica 

Adsorgao 

Silica, alumina 


Fase normal 

- NH2 (Aminopropil), CN (Cianopropil) 

Hidrofdbica 

Fase reversa 

- ODS (Octadecil), Cg(Octil) 



- NH 2 - CN, - TMS (Trimetil), - Fenil 

Ionica 

Troca cationica 

- Acido sulfonico 


Troca anionica 

- Amina quatem&ria 

Ffsica 

Exclusao 

Gel de poliestireno 






Quadro 16.2 - Tipos de fases estacionarias para cromatografia liquida de alto desempenho 

Descrigao _ Estrutura _ Capacidade _ pKa Pola 
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Cromatografia Solido-Lfquido (Adsorgao) 

Esta relacionada com a interasao polar-polar entre os grupos 
funcionais das particulas do suporte da fase estacionaria (silica-gel, 
alumina) e os grupos polares das moleculas do soluto. A superficie 
hidroxilada e o grupo predominante na silica e na alumina, 
responsaveis pela adsor?ao. Essa intera?ao e um fenomeno 
competitivo, no qual as moleculas da fase movel e do soluto 
competem pela superficie (Figura 16.2). 

O soluto e adsorvido pela superficie das particulas solidas (fase 
estacionaria), e a separa^ao das moleculas do soluto ocorre pelo 
equilibrio entre o estado adsorvido e a fase lfquida. Exemplos de algumas 
dessas fases sao: Partisil, Hiperisil, Sferisorb, Zipax etc. Tipicamente, a 
fase movel nao-polar e utilizada. 

A fase estacionaria (adsorvente) e escolhida de forma a permitir a 
intera?ao diferencial com os componentes da amostra a serem separados. 
As for?as intermoleculares responsaveis pela adsor^ao incluem: Van der 
Waals, eletrostatica , pontes de hidrogenio e interagoes hidrofobicas. 

Hexano 



Composto menos pohr 


Figura 16.2 - Cromatografia tipo solido-liquido. 
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Em cromatografia de adsorgao, utilizam-se como fase estacionaria 
silica (ligeiramente acida), charcoal (nao-polar) e alumina (ligeiramente 
basica). Tanto a silica como a alumina possuem na superficie grupos 
hidroxila. Compostos contendo grupos funcionais polares sao retidos 
fortemente no adsorvente polar e, portanto, elufdos por ultimo, enquanto 
solutos nao-polares o sao primeiramente. 

O mecanismo proposto para explicar este tipo de cromatografia 
baseia-se na competi?ao entre as moleculas do soluto e do solvente pelos 
sitios ativos do adsorvente. Assim, com o aumento relativo da adsor<;ao da 
fase movel, a adsor?ao do soluto diminui. Os solventes podem ser entao 
classificados de acordo com a sua forqa de atra?ao pelo adsorvente. Essal 
escala de forga do solvente ou polaridade e denominada serie eluotropica. 


Cromatografia Liquido-Liquido (Partigao) 

E a distribuigao de componentes entre duas fases imisciveis. E 
similar a adsorgao, exceto para o suporte que content revestimento 
liquido, o qual interage com as moleculas do soluto. 

A fase liquida estacionaria forma um filme na superficie do suporte 
solido (terra diatomacea, celulose e silica). O suporte deve ser inerte e 
possuir alta superficie, de modo a reter consideravel quantidade do 
liquido de revestimento e que este seja imiscivel com a fase movel. 

A fase estacionaria e um liquido, e o mecanismo de separagao 
envolve a dissolugao dos componentes neste liquido. Obviamente, a 
polaridade dos componentes e das fases estacionaria e movel tern de ser 
levada em consideragao. Se a fase estacionaria e polar, os componentes 
nao-polares se moverao atraves da fase estacionaria mais rapidamente 
que os polares. O inverso ocorre se a fase estacionaria e apolar. O soluto 
equilibra-se entre a fase liquida movel e a fase estacionaria liquida que 
reveste a superficie do suporte solido. A fase movel carrega a mistura 
atraves da fase estacionaria liquida, promovendo a partigao dos 
componentes entre a fase movel e a estacionaria. Como resultado, a 
movimentagao dos componentes da mistura ocorre em diferentes 
velocidades. A desvantagem da utilizagao desta fase e a possibilidade de 
sua remogao pelo solvente (fase movel). 

A fase solida inerte e recoberta de uma fase estacionaria liquida 
(Figura 16.3) e a separagao e baseada na solubilidade dos componentes 
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da amostra com a fase lfquida estacionaria. A quantidade da fase 
estacionaria utilizada varia de 1,0 a 15%. 



Figura 16.3 - Cromatografia lfquido-lfquido. 


Para se obter uma boa separagao, as interagoes (partigao) dos 
componentes da amostra com as fases movel e estacionaria devem ser 
controladas. A manipulagao do sistema de partigao, alterando a natureza das 
duas fases lfquidas, pode ser obtida pela combinagao de solventes ou 
ajustando-se o pH. 

Geralmente, o mais polar entre os dois lfquidos e mantido 
estacionario no suporte inerte e o solvente menos polar e utilizado para 
eluir os componentes da amostra (cromatografia de fase normal). O 
reverso desse arranjo, utilizando-se a fase estacionaria nao-polar e a fase 
movel polar, e conhecido como cromatografia de fase reversa. 

A fase lfquida estacionaria pode ser polar ou apolar. Esse tipo de 
cromatografia tambem pode ser convenientemente dividido em fases reversa 
e normal, dependendo se a fase movel e mais polar que a fase estacionaria 
(cromatografia de fase reversa) ou menos (cromatografia de fase normal). 


Cromatografia de Fase Normal (Adsorgao e 
Partigao) 

Consiste em metodos, os quais utilizam a fase mpvel nao-polar em 
combinagao com a fase estacionaria polar - grupos funcionais polares 
nao-ionicos, como hidroxilas alcoolica, nitro, ciano (nitrilo) e amino, sao 
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quimicamente ligados a silica. 0 fenomeno da adsorgao ocorre em razao 
da natureza muito polar da fase estacionaria. Em partigao, utiliza-se uma 
fase liquida polar quimicamente ligada a estas partfculas polares, as quais 
consistem tipicamente de silica (Si-O-). Exemplos tfpicos de fase normal 
ligada sao todas aquelas fases nas quais um grupo ciano (-CN), um grupo 
amina (-NH 2 ) ou um grupo diol (-CHOH-CH 2 OH) fazem parte da 
estrutura da fase ligada. 

Comercialmente, sao designadas pela origem do fabricante com 
nomes como Micropak-CN, p-Bondapak-CN, Zorbax-NH 2 etc. A 
cromatografia de fase normal e utilizada para amostras mais polares e 
soluveis em agua, e a ordem de eluigao e similar a de cromatografia de 
adsorgao. Solutos nao-polares preferem a fase movel e eluem primeiro, 
enquanto os solutos polares preferem a fase polar estacionaria e eluem 
por ultimo. 

Substancias hidrofilicas, como aminoacidos, carboidratos e 
pigmentos vegetais soluveis em agua, sao separaveis por cromatografia 
de fase normal. Compostos lipofilicos, como lipfdios e pigmentos 
soluveis em gordura, podem ser separados por cromatografia de fase 
reversa. 


Cromatografia Solido-Liquido de Fase Reversa 

Mais de 70% de todas as separagoes por CLAD usam fase 
reversa, as quais utilizam fase estacionaria nao-polar e fase movel 
polar. Por ser a superficie das partfculas solida e polar, estas nao sao 
uteis na separagao de compostos nao-polares, os quais possuem pouca 
afinidade pela superficie polar. Para resolver esse problema, e 
utilizada a fase reversa. A superficie reativa das partfculas e alterada 
pela reagao com compostos nao-polares, que sao quimicamente 
ligados ao grupo-OH (Figura 16.4). 
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Quase nao-polar 


Figura 16.4 - Cromatografia de fase reversa ligada. 


Como mencionado anteriormente, a fase estacionaria nao-polar 
possui uma estrutura quimicamente ligada as particulas de silica. A 
separagao e govemada pelo carater hidrofobico da amostra, envolvendo 
interagoes entre o hidrocarboneto saturado (C 8 H, 7 ou C |g H 37 ) e 
quimicamente ligado a particula de silica e a porgao nao-polar da 
molecula do soluto. Comercialmente sao designadas como p-Bondapak 
C lg , p-Bondapak fenil, Nucleosil C-8, Spherisorb ODS (octadecil). 

Cromatografia de fase reversa e utilizada para separar amostras 
com baixa solubilidade em agua. A ordem de eluigao dos solutos e o 
inverso da observada na fase normal, ou seja, compostos polares sao 
elufdos primeiro e os solutos nao-polares sao os ultimos a serem elufdos. 


Cromatografia Liquida de Troca Ionica 

E um tipo de cromatografia de adsonjao na qual a interagao entre o 
soluto e a fase estacionaria e de natureza eletrostatica. O material 
freqlientemente utilizado no empacotamento sao resinas organicas 
(sulfonadas ou aminadas). Como o proprio nome indica, e um 
procedimento utilizado na separa^ao de misturas de ions. A amostra a ser 
separada e geralmente uma solu^ao aquosa contendo Ions organicos ou 
inorganicos. Cations ou anions sao co-valentemente ligados a superficie 
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da fase solida estacionaria, e os ions sao trocados com a fase movel. 
Desse modo, ions que se ligam aos grupos carregados da resina sao 
separados daqueles ions que nao interagem com a resina. 

A natureza da fase estacionaria define o modo de opera?ao: troca 
ionica ou catidnica (Quadro 16.2). Resinas do tipo cationico possuem 
sitios negativos, de forma que os cations sao permutados, enquanto as 
resinas trocadoras de anions possuem cargas positivas, permitindo a troca 
de anions, conforme esquema a seguir: 

1 : X~ + RY~ Y‘ + R X (Irocadora de anion) 

A amostra contendo o ion X' compete com o ion Y da fase movel 
pelo sitio R + do trocador ionico. 

De forma similar, em troca cationica a amostra contendo cations X + 
compete com os ions Y + da fase movel pelo sitio R do trocador ionico. 

2 : X 4- R~Y~ <-> Y + RX (trocadora de cations) 

Em troca ionica, grupos carregados positivamente estao co- 
valcntemente ligados a fase estacionaria e interagem com os anions em 
solu^ao. Na troca cationica, grupos carregados negativamente estao co- 
valentemente ligados e interagem com cations em solu^ao. Interagoes do 
tipo carga-carga sao responsaveis pela separa?ao. Ions de cargas opostas 
sao atraidos para a fase estacionaria, por meio de formas eletrostaticas. 

Para eluir o soluto da resina trocadora de ions, a fase movel deve 
ser modificada para diminuir as intera^oes, alterando-se o pH ou 
aumentando a for^a ionica para enfraquecer as intera?oes eletrostaticas. 

Varias substancias que possuem cargas em determinados pH 
podem ser separadas. Em pH baixo, concentrates elevadas de H + 
alteram o equilibrio para a esquerda {HA <— H + A') e somente baixas 
concentrates de A* competirao pelos sitios do trocador anionico. 
Conseqiientemente, uma queda no pH promove a elui?ao do soluto acido 
rapidamente da coluna trocadora de anion. De forma similar, em pH 
elevado, concentrates pequenas de H + alteram o equilibrio para a 
esquerda (B + H <— BH ’), e somente baixas concentrates de BH* 
competirao pelos sitios cationicos. Portanto, aumentando-se o pH, o 
soluto basico elui rapidamente da coluna trocadora de cations. 

Resinas do tipo amina quaternaria (-N(CH 3 ). + : trocadora de anions) 
e acido sulfonico (-S0 3 *: trocadora de cations) sao os escolhidos para a 
maioria das aplica^oes. 
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A fase estacionaria (trocadora de ions) possui grupos funcionais fixos 
que podem ser carregados negativa ou positivamente (Figura 16.5). O grupo 
funcional da fase estacionaria determina se cations ou anions serao trocados. 
Trocadoras de cations possuem cargas negativas co-valentemente ligadas, 
enquanto trocadoras de anions possuem grupos carregados positivamente. A 
natureza quimica dos residuos acidos ou basicos determina como a ionizagao 
da fase estacionaria e afetada pelo pH da fase movel. 

Geralmente, os componentes a serem separados sao dissolvidos em 
solugao-tampao com a seguinte caracterfstica: 1,5 unidade do pKa acima 
do mais alto pKa do componente da amostra. Isto assegura que os 
componentes estarao completamente ionizados e retidos (Figura 16.5). A 
eluigao pode ser obtida por um dos seguintes metodos: 

1 - Passando-se a solugao-tampao pela coluna, os componentes 
com elevado pKa sao os primeiros a ser eluidos. 

2 - Utilizando-se gradiente de forga ionica. 

3 - Alterando-se o pH. Em troca ionica, o tampao utilizado e mais 
acido, e com essa mudanga as moleculas sao, entao, neutralizadas e 
eluidas. O re verso e feito com troca cationica. Obs.: O pH deve ser 
abaixo de 8,0 para se evitar a dissolugao da silica. 

Aplicagoes na area de alimentos incluem separagao de 
aminoacidos, proteinas, agucar, alcaloides e acidos de frutas. 


Agua e tampao 



@ ?H 3 

Si-0-(CH2) 3 N— CH 3 

ch 3 


© carregado 



Acido mais forte (ionizado) 


O 


II 



Acido fraco, menos ionizado, 
fracamente retido 


Figura 16.5 - Cromatografia de troca ionica de fase ligada. 
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Exclusao Molecular 

E o metodo preferido na separa^ao de componentes de alto PM 
(> 2.000). As colunas utilizadas possuem poros de diversos tamanhos (fase 
estacionaria), cuja separagao e baseada na difusao seletiva das moleculas, 
que entram e saem dos poros presentes na superficie das particulas. 

O ideal seria se nao houvesse nenhuma forga de atra 9 ao entre a fase 
estacionaria e o soluto. A fase movel liquida passa continuamente pelos 
poros do gel, nos quais pequenas moleculas do soluto penetram, ficando 
retidas por mais tempo na coluna. Moleculas maiores presentes no soluto 
sao excluidas dos poros, permanecendo menos tempo retidas na coluna, 
que separa moleculas pelo tamanho. 


Cromatografia por Afinidade 

Utilizam-se intera^oes especificas entre um tipo de molecula do 
soluto e uma scgunda molecula co-valentemente ligada (imobilizada) a 
fase estacionaria. Determinados tipos de moleculas na mistura ligam-se a 
molecula que esta co-valentemente ligada a fase estacionaria; todas as 
outras moleculas sao removidas da coluna. 


Fase Movel 

Liquidos como agua, tampao, acetonitrila, hexano, cloroformio, 
propanol etc. sao utilizados como fase movel. A combina^ao de solventes 
misciveis e freqiientemente utilizada. Solventes que possuem alta 
viscosidade devem ser evitados, pois, alem do tempo longo para 
emergirem da coluna, o que resulta na abertura de picos e resolu?ao ruim, 
e necessaria alta pressao para forga-los atraves da coluna. 

O solvente deve ser desgaseificado e livre de particulas suspensas, 
bem como de impurezas quimicas. Recomenda-se a utiliza^ao de 
solventes de alta pureza, que devem ser filtrados em filtro de teflon de 
0,45 |am, e de acetato de celulose para solventes aquosos. 

Substancias interferentes devem ser removidas da amostra por meio 
de filtra 9 ao e, ou, centrifuga 9 ao. A fase movel deve apreser.tai os 
seguintes requerimentos: 
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- Capacidade de dissolver a amostra. 

- Compatibilidade com o detector. 

- Alta pureza e ser bombeada a velocidade de 1,0-5,0 ml/min. 

A eluigao pode ser realizada de duas maneiras: isocratica, quando a 
compos igao da fase movel nao e alterada no decorrer da separagao, e 
gradiente, quando essa composigao e alterada no decorrer da analise. Esta 
ultima pode ser ainda dividida em duas formas: linear , quando o 
gradiente e alterado de forma conti'nua e constante, podendo alterar 
(aumentando ou diminuindo) a composigao dos componentes da fase 
movel; e nao-linear, quando a composigao da fase movel aumenta e 
diminui de forma nao-constante. 


Fase Estacionaria 

As fases estacionarias (Quadro 16.3) dispomveis sao numerosas, 
podendo ser polares (Porasil) ou apolares (Bondapak C l8 ) e apresentar 
estrutura porosa ou solida e de diversos diametros: 5, 10 e 50 pm. As 
colunas de adsorgao podem ser de fase reversa ou de fase normal. 

- Limpeza da Coluna 

Em face da contaminagao da superftcie do suporte no decorrer de 
sua utilizagao, a coluna se toma inativa e deve ser regenerada. Isso pode 
ser conseguido com o uso de solventes apropriados e de baixo fluxo (0,1 
ml/min) durante a noite. 

Colunas de silica podem ser regeneradas rapidamente com 100 ml 
de isopropanol, seguido de 100 ml de cada solvente menos polar - 
acetona, cloroformio - e, finalmente, hexano com fluxo de 2 a 4 ml/min. 

Colunas de fase reversa devem ser lavadas com agua, em caso de 
se ter utilizado tampao como fase movel, e posteriormente com 50 ml de 
metanol ou acetonitrila. 
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Quadro 16.3 - Fase normal e fase reserva: classifica^ao baseada na 
polaridade das fases movel e estacionaria 



Fase normal 

Fase reversa 

Fase estacionaria 

Polar 

Apolar 


(Silica) 

Hidroc. lig. silica 

Fase m6vel 

Apolar 

Polar 


(Hexano) 

(agua, etanol) 

Solutos elufdos (primeiro) 

Menos polar 

Mais polar 

Solutos elufdos (ultimo) 

Mais polar 

Menos polar 


~ 10 |im 



r *1 

r\ 

R 


silica )—Si-O- 

-Si-R 

i 



1 

R 

Q—Si-OH -► Si’ 

^18 

- 0 — Si Cjg 

C 18 

ODS 

(CH2)n-CH 2 -NH 2 

O—Si-O-Si— 

nh 2 

(CH^-O-CHj 

(J—Si—0—Si 
vy | ETH 


CEN 

(j^ 

f j— Si-0-Si-R-C=N 

* NITRILO 

CEN 


Detectores 

Os detectores de uso mais freqiiente estao descritos a seguir, era 
ordem de sensibilidade e especificidade. A fun?ao deles e gerar urn sinal 
eletronico proporcional a quantidade de uraa mistura de componentes. 
Este sinal e entao enviado para a impressora, e as informagoes sao obtidas 
na forma de graficos. 














538 


Quimica de Alimentos - Teoria e pratica 


- Indice de Retragao 

Quando radiagoes eletromagneticas passam de um meio para outro, 
a sua dire^ao pode ser alterada, isto e, ela pode ser refletida ou desviada. 
O quociente do angulo de incidencia e do angulo de refra^ao e 
denominado indice de refra^ao e varia com a concentragao, temperatura, 
pressao e o fluxo. 

O indice de refra^ao e utilizado em compostos que nao possuem 
absonjao e fluorescencia significativa. Monitora, continuamente, a 
diferenga entre o indice de refra^ao de dois Ifquidos: o de referenda 
(solvente puro) e os componentes da amostra. Este detector nao pode ser 
utilizado em sistema de clui^ao por gradiente. Se o fndice de refragao de 
um composto e diferente do da fase movel, ele pode ser detectado. 

Todas as substancias possuem o seu indice de refra 9 ao 
caractenstico (propriedade fisica da substancia). Tanto a fase liquida 
como os elluentes da coluna passam pelo detector, e a diferen<ja entre os 
indices de refra<jao e enviada na forma de sinal eletrico para o registrador. 

- Absorbancia 

Essencialmente, e um espectrofotometro UV r A/ISIVEL, operando 
na faixa de 190 a 700 nm. Na faixa do UV, utiliza-se lampada de deuterio 
e, na faixa do visfvel, de tungstenio, podendo ser empregado em sistema 
de eluigao por gradiente. Toma-se a leitura a um comprimento de onda 
fixo, apos zerada a absorbancia do solvente. 

- Fluorescencia 

Compostos fluorescentes podem ser excitados em determinado 
comprimento de onda, enquanto a absorbancia e tomada em outro. Sao 
utilizados principalmente na deteegao de substancias que absorvem no 
mesmo comprimento de onda. 

A diferencia^ao e possivel, pois esse tipo de detector identifica os 
componentes mediante dois parametros distintos: comprimento de onda 
de excitaqao e de emissao. 
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Determinagao do Hexanal 

Reagentes 

- Hexanal, acetonitrila, tetraidrofurano. 

- Hexano, metanol, HC1 0,3 N e H.P0 4 1,1 N. 

- Solu^ao 0,1% de 2,4-dinitrofenilidrazina (HC1-H.P0 4 1:1). 

Procedimento 

- Colocar graos de soja (0,5-1,0 g) em repouso em agua, durante a 
noite, na geladeira. 

- Remover a casca e homogeneizar com 10 ml de agua gelada. 

- Transferir para o fund de separa?ao 1,0 ml de extrato e adicionar 
25,0 ml de hexano e 20,0 ml da solu^ao 2,4-DNP. Agitar durante uma 
hora e coletar a fase organica. 

- Lavar a fase aquosa com 25,0 ml de hexano sob agita9ao/30min; 
combinar a fase organica e lavar com agua. 

- Concentrar e dissolver o residuo em 1,0 ml de metanol. 

* Preparo da soluQdo-padrao - Os aldeidos sao derivatizados com 
o 2,4-DNP e determinados como 2,4-dinitrofenilidrazonas (DNPHs): 
solu^ao de 2,4-DNP (0,4 g) em 0,2 ml H 2 S0 4 cone. + 3,0 ml H 2 0 + 10,0 
ml ETOH e 0,5 g padrao + 20,0 ml ETOH. 

Aparelhagem e condi^des de uso 

- Detec^ao no UV a 350 nm. 

- Coluna Lichrosorb RP-18 (5pm, 4,0 x 250 mm). 

- Fase movel: acetonitrila:agua:tetraidrofurano (75:24:1). 

-Fluxo: l,0ml/min. 

- Volume injetado: 20 - 40 \i\. 
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Determinagao do BHT em Banha de Porco 

Reagentes 

- Banha de porco, isopropanol, hexano. 

- BHT recristalizado em etanol. 

Procedimento 

- Dissolver 2,5 g de banha em 25,0 ml da fase movel. 

- Filtrar e injetar 20 e 40 pi. 

* Preparo da solugao-padrao: 

- Soluijao A: 100 mg de BHT dissolvidos em 10,0 ml da fase 
movel (10,0 mg/ml). 

- Solu?ao B: 0,1 ml da solugao A diluldo em 5,0 ml da fase movel 
(0,2 mg/ml). 

- Fazer a curva-padrao, utilizando a solugao B, conforme os dados a 
seguir: 


Vol. inj.(pl)* 

BHT(pg) 

Area do pico 

1,0 pi 

0,2 

9 

2,0 pi 

0,4 

? 

3,0 pi 

0,6 

? 

4,0 pi 

0,8 

? 

5,0 pi 

1,0 

? 


* = duplicata. 


Aparelhagem e condigdes de uso 

- Detec^ao no UV a 280 nm. 

- Coluna: Micropak Si-5 (4,0 x 300 mm). 

- Fase movel: 1,0% de isopropanol em hexano. 
-Fluxo: l,0ml/min. 
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Determina^ao de Cafema em Bebidas 

Procedimento 

- Preparar uma solusao-estoque de cafema (1,5 mg/ml) e, a partir 
desta, 4 a 5 solugdes aquosas-padrao contendo de 1,0 a 50 ppm de 
cafema. 

- Preparar amostra (cha, cafe, coca-cola etc.), filtrar e diluir em 
agua (1:5, 1:10 e 1:20). 

Aparelhagem e condigoes de uso 

- Detec?ao no UV a 254 nm. 

- Coluna de fase reversa (C lg ou C g ). 

- Fase movel: MeOH : H 2 0 (30:70). 

-Fluxo: l,0ml/min. 

Quantificar a cafema pelo metodo da padronizagao externa. 

Determinagao de Glicoalcaloides 

Reagentes 

- Fosfato de amonio, acetonitrila e metanol. 

- Solu§ao-padrao de glicoalcaloides. 

Procedimento 

- Preparar amostra conforme descrito no Capftulo 6. 

- Injetar volume adequado da amostra. 

- Preparar a curva-padrao, utilizando os padroes de glicoalcaloides 
dissolvidos em metanol (1,0 ptg/pil). 

Aparelhagem e condigoes de uso 

- Detec^ao: UV a 202 nm. 

- Coluna: Licrosorb RP-8 (5 |wm, 25 cm x 3 mm). 
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- Fase movel: 0,29 g de fosfato de amonio dissolvido em 250 ml 
de agua destilada, seguido de 250 ml de acetonitrila. 

- Fluxo: 0,8 ml/min. 

Exerci'cios 

1 - Escolher a altemativa correta: 

Em CLAD de fase reversa, a fase estacionaria e polar ou apolar em 
relagao a fase movel, e o composto mais (polar ou apolar) elui primeiro. 
Se o HETP de uma coluna cromatografica de 50 cm e 0,5, o valor de N 
deve ser 10 ou 100. Se este valor de N for reduzido, a coluna sera (mais 
ou menos) eficiente. 

2 - Diferenciar a eluigao isocratica da gradiente. 

3 - Aflatoxinas ocorrem normalmente em rn'veis de ppb. Anali- 
sando uma amostra de milho, encontrou-se 1,0 pg/kg. Expressar esse 
resultado em ppb, % e ppm de aflatoxina. 

4 - Na analise de BHT em banha de porco por CLAD, obtiveram-se 
os seguintes resultados: 

a) Preparo da solugao-padrao de BHT, conforme descrito 
anteriormente. 


b) Preparo da curva-padrao: 


Vol. sol. B (pi) 

BHT (,ig) 

Area 

1,0 (duplicata) 

9 

4.500 

2,0 

9 

8.400 

3,0 

? 

12.700 

4,0 

? 

17.000 

5,0 

9 

22.000 


c) Determinar a equagao de regressao dos dados do item B. 

d) A partir dos valores obtidos da injegao da amostra seguinte, 
calcular, pela equagao de regressao, a quantidade de BHT na amostra 
em % , ppb e ppm: 
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Vol. amostra (ml) Area do pico Cone. BHT. (%, ppb, ppm) 

20 (duplicata) 5.000 ? 

40 ” 8.000 ? 

5 - A partir dos resultados a seguir, obtidos de aflatoxina em milho, 
calcular a concentra§ao expressa em %, ppb e ppm, observando-se as 
seguintes inforrna$6es: 

- Prepare da amostra conforme descrito anteriormente (CLAD). 

- Volume da amostra injetado - 10,0 pi. 

- Solu 5 ao-padrao de aflatoxina B ( - 11,70 mg/1. 

- Tomar 100 pi da solu^ao-estoque + 1,0 ml da fase movel. 

- Curva-padrao (duplicata): 


Vol. inj. (pi) Aflat, (pg) Area 


5,0 pi 

? 

2.024 

10,0 pi 

? 

3.878 

15,0 pi 

? 

6.113 

20,0 pi 

? 

7.354 

25,0 pi 

9 

8.343 

Amostra (10 pi) 

? 

5.967 
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Microextraqao em Fase Solida 


Introdugao 

A microextraqao em fase solida (MEFS) e uma tecnica 
relativamente nova utilizada na extraqao ou pre-concentraqao rapida de 
compostos organicos volateis e semivolateis sem a utilizaqao de 
solventes. Basicamente, consiste de dois processos: partigao de 
compostos organicos entre a fase aquosa ou vapor e o filme polimerico 
coberto da silica fundida; e dessorgao do concentrado no instrumento 
analitico (Figura 17.1). No primeiro processo, a fibra e inserida na 
amostra e os componentes sao extraidos; posteriormente, ela e transferida 
para o cromatografo de fase gasosa, onde ocorre a dessorqao, seguida 
pela separaqao e quantificaqao. 

A MEFS e independente da forma da matriz (solido, liquido e gas), 
podendo esta ser toda prontamente amostrada. E uma tecnica de extraqao 
que requer o controle de diversos parametros. Cada componente se 
comportara diferentemente, dependendo de sua polaridade, volatilidade, 
coeficiente de partiqao organica/agua, volume da amostra ou volume do 
headspace , velocidade da agitaqao, pH da soluqao e temperatura. A 
incorporaqao de um padrao intemo na matriz e a padronizaqao do tempo 
de amostragem resultam em excelente correlaqao quantitativa. Como esta 
tecnica nao requer a utilizaqao de solventes e pode ser carreada sem 
aquecimento da amostra, a formaqao de compostos indesejaveis e 
eliminada. 

A mecanica da extraqao e ilustrada na Figura 17.1. A amostra e 
colocada no vidro e selada (septo de borracha com capa metalizada). 
Antes de se iniciar o procedimento de analise, a fibra deve ser limpa, pois 
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o polunero pode estar contaminado com alguma substancia presente no 
ar A limpeza pode ser feita em alguns minutos, insenndo a fibra no 
injetor do cromatografo de fase gasosa. Apos a limpeza, para amostra 
liquida a fibra e inserida diretamente na solugao; e, para analise em 
headspace a fibra e estendida ate a fase gasosa acima da amostra liquida 
ou stbda Em ambas as tecnicas, a adigao de cloreto de sodio na solu ? ao 
auxilia o equilfbrio da fase organica da fibra. A presenga do salmfluenca 
o processo de adsorgao de duas formas: alterando as propnedades da fase 
e diminuindo a solubilidade dos compostos hidrofobicos na fase aquos 
(salting-out). 



Figura 17.1 - Representagao grafica do extrator de microextragao em fase 
solida. 


A agitagao com auxflio de barra magnetica aumenta a velocidade 
do equiUbrio. Apos urn tempo adequado de amostragem (1-20 minutos , a 
fibra e retirada e inserida diretamente no injetor do cromatografo por 1-2 
minutos. As substancias qmmicas absorvidas sao termicamente 
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dessorvidas pelo aquecimento do injetor e transferidas diretamente para a 
coluna. Como esta tecnica envolve uma pre-concentragao de substancias 
diluidas, a razao de divisao do injetor split/splitless deve ser mantida 
baixa (-10:1). Para aplicagdes em que os componentes nao se encontram 
em nfveis-trago, utilizam-se elevados valores de divisao da amostra. 
Deve-se ficar atento durante a injegao, para assegurar que a parte de cima 
da superficie do algodao, de vidro ou de outro material utilizado no 
empacotamento da coluna, esteja localizada abaixo da ponta da fibra, 
evitando assim a sua ruptura. 


Tipos de Fibra 

Na MEFS, o analito pode ser adsorvido do lfquido (imersao) ou 
da amostra solida ( headspace ) e, posteriormente, inserido diretamente 
no injetor do cromatografo, para que ocorra a dessorgao termica. A 
extremidade da fibra da silica fundida e coberta com um filme de fina 
espessura contendo a fase estacionaria. Este filme serve como solvente 
“organico” durante a absorgao dos compostos volateis da matriz. 
Diversos tipos de fibras com certo grau de seletividade enconlram-se 
disponiveis (Tabela 17.1). Para uso geral, fibras com filme nao-polar 
mais espessas conferem alta sensibilidade a maioria dos compostos. 


Tabela 17.1 - Revestimcnto comercialmente dispom'vel e indicagoes de uso 


Revestimento - uM 

Natureza 

Aplicagoes 

PDMS-7 

Nao-polar 

Substancias apolares dc alto PM 

PDMS - 30 


Substancias semivolateis nao-polares 

PDMS - 100 


Substancias volateis 

PA -85 

Polar 

Substancias semivolateis polares 

CW/TR - 50 


Surfatantes 

CW/DVB - 65 


Alcoois e compostos polares 

CW/DVB - 70 


Alcoois e compostos polares 

Car/DVB - 50/30 


Flavorizantes - volateis c semivolateis 

PDMS/DVB - 60 

Bipolar 

Aminas e compostos polares 

PDMS/DVB - 65 


Volateis, aminas c nitroaromaticos 

Carboxen/PDMS - 75 


Gases e substancias de baixo PM 


PDMS: polidimetiIsiloxano: CW: carbowax: DVB: divinilbenzcno: PA: poliacrilato. 
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As fibras com a fase nao-polar de polidimetilsiloxano (similar a 
SE-30 ou OV-101) e as fibras polares de poliacrilato de diversas 
espessuras (100, 85, 30 e 7 pm) estao disponlveis no mercado. Para a 
maioria das analises, especialmente de compostos volateis, fibras de 
espessura de 100 pm de polidimetilsiloxano sao preferidas. Em caso de 
necessidade de um rapido equillbrio, a fibra de 30 pm e mais apropriada, 
e as de espessura de 7 pm funcionam muito bem para amostra contendo 
componentes de alto ponto de ebuligao, ou quando se necessita de 
temperaturas elevadas para promover a dessorgao dos componentes no 
injetor cromatografico. Em geral, fibras de filme mais espessas requerem 
tempo de equillbrio maior, mas, em compensagao, devido a grande massa 
de componente absorvido, conferem maior sensibilidade. 

O tipo da fibra e determinado pelo PM e pela polaridade do analito. 
Para compostos de baixo PM ou volateis, utiliza-se fibra de 
polidimetilsiloxano (PDMS)-IOO pm. Compostos de alto PM ou 
semivolateis sao mais eficientemente extraldos com a fibra de PDMS-7 
pm ou de 30 pm. Para a extragao de analitos polares, utiliza-se a fibra de 
poliacrilato. 


Consideragoes Teoricas 

Essencialmente, os princlpios que afetam a extragao de compostos 
organicos de uma solugao utilizando-se a MEFS sao os mesmos que 
controlam a partigao entre as fases llquidas imisclveis no funil de 
separagao. Poitanto, os fatores que afetam a eficiencia (tempo de contato, 
eficiencia na mistura, pH, concentragao do sal, temperatura, razao das 
fases etc.) afetam tambem a partigao da MEFS. O equillbrio e 
estabelecido entre a concentragao do analito em solugao ou na fase solida, 
no headspace acima da amostra e na fase da fibra. 

O volume da fibra e muito pequeno em relagao a fase aquosa, e a 
massa do analito absorvido pelo filme esta diretamente relacionada com a 
sua concentragao inicial na solugao e com o coeficiente de distribuigao 
que controla o equillbrio. O princlpio de controle da partigao baseia-se no 
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equilfbrio estabelecido entre o analito e a fibra organica e a solugao, 
podendo ser descrito da seguinte forma: 

[X] f 

[X], <=> [X] f , portantoK lf =- 

[X], 

em que [X] e a concentragao da substancia na solugao (1) e na fase 
organica da fibra do MEFS (f); e K lf e o coeficiente de partigao para o X 
entre a fase lfquida e a fibra. 

O K lf , geralmente, eleva-se com o aumento do PM e do ponto de 

ebuligao da substancia. A quantidade de material absorvido da solugao 
pela fibra pode ser descrita pela relagao: 

CV,V f K lf 
K, f V f + V, 

em que n = quantidade do composto X absorvida pela fibra; 

C o = concentragao inicial do composto X em solugao; e 

V, e V f = volumes respectivos da solugao e da fase organica da 

fibra. 


Para se obter uma extragao quantitativa (> 90% da substancia 
absorvida pela fibra), o coeficiente de distribuigao de X necessita ser 
muito maior que o volume da relagao V,/ V f do sistema. Para informagoes 
quantitativas, nao e necessaria uma extragao completa, uma vez que a 
quantidade da substancia na fase MEFS e controlada por varias 
constantes de distribuigao que ocorrem nas condigoes experimentais. Se 
as condigoes sao cuidadosamente repetidas entre as extragoes, a 
concentragao de equilfbrio nas fases permanecera constante. 

No caso da extragao por headspace , o equilfbrio da partigao ocorre 
entre a fase organica lfquida da fibra e a fase de vapor acima da amostra 
lfquida ou solida. A difusao das substancias contidas na fase de vapor para 
a fibra e cerca de quatro vezes maior que em solugao. A velocidade de 
analise por headspace reflete a sua grande difusividade, podendo reduzir o 
tempo de extragao de 5 min para 1 min ou menos. O aquecimento da 
amostra aumenta a difusao das substancias para a fase de vapor. 
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Aplicagoes Praticas 

Preparar inicialmente uma mistura-padrao contendo os posslveis 
componentes da amostra, utilizando o seguinte procedimento: misturar 
100 ml ou 100 mg de cada padrao e, a partir desta mistura, preparar uma 
solu?ao-estoque, retirando 50 ml da mistura original, e diluir para 2,0 ml 
com etanol absoluto. Posteriormente, preparar a solugao de trabalho, 
removendo 10 ml da solugao-estoque, e diluir para 10 ml com agua, 
obtendo-se aproximadamente 1 ppm de cada componente em 0,1% (v/v) 
de soluijao. 

1) Frutas em pedagos - O aroma de frutas frescas compreende uma 
serie de misturas complexas de alcoois, aldeidos, esteres e terpenoides, 
que podem ser alteradas durante a fasc de matura$ao, armazenamento e 
processamenlo. Desse modo, o estudo da composi$ao da fra^ao volatil 
pode ser utilizado para monitorar a qualidade. 

Analisar por headspace os pedagos de frutas (1,0 - 2,0 g) 
acondicionados em frascos de 15 ml selados a temperatura ambiente 
durante 10 min, em fibra de PDMS-100 pm, seguido de 1 min de 
dessor^ao. 

Condigoes cromatogrdficas: 

- Coluna: HP -1 (30 m x 0,25 mm x 1,0 mm) 

- Injetor: 235 "C (split) 

- Forno: 60 "C/1 min e gradiente de 4 °C/min ate 230 "C 

- Detector: FID 

2) Saco de frutas - Utilizar 3,0 ml da amostra em frasco de 5 ml e 
acrescentar 0,6 g de NaCl. Imergir durante 10 min a fibra (PDMS-100 
pm) sob agitato, seguido de 3 min de desso^ao. 

Condigdes cromatogrdficas: 

- Coluna: Carbowax 20 M (30 m x 0,25 mm x 1,0 mm) 

- Injetor: 200 °C (modo splitless , fechado por 2 min) 

- Forno: 50 "C/2 min e gradiente de 4 °C/min ate 220 ”C 

- Detector: FID 
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3) Oleo de limao - O oleo essencial de limao e uma mistura de 
hidrocarbonetos do grupo de terpenos e sesquiteipenos, compostos 
oxigenados, alem de pequenas percentagens de parafinas e ceras. O 
limoneno e o seu principal constituinte, sendo os aldeidos neral e 
geranial, encontrados na propor 9 ao de 2,4 a 4%, os responsaveis pelo 
aroma e pela qualidade do oleo. 

Tomar 0,5 g do oleo em frasco de 5 ml e inserir a fibra (PDMS-100 
Urn) no headspace! 1 min a 30°C, seguido da dessor?ao de 5 segundos. 

Condigoes cromatograficas : 

- Coluna: HP-1 (30 m x 0,25 mm x 1,0 mm) 

- Injetor: 250 °C (modo split 100:1) 

- Forno: 40 °C e gradiente de 4 °C/min ate 220 °C 

- Detector: FID 

4) Oleo vegetal - Os acidos graxos sao sensiveis a oxida?ao com o 
decorrer do tempo, sendo essa sensibilidade acelerada pela exposi^ao a 
luz, temperatura elevada ou metais. O aumento de compostos volateis 
formados durante a oxida 9 ao e indicador da rancifica 9 ao. 

Tomar 3,0 g do oleo em frasco de 10 ml. Inserir a fibra (PDMS-100 
pm) no headspace! 45 min a 40 °C, seguido de 1,5 min de dessor 9 ao. 

Condi goes cromatograficas : 

- Coluna: HP-5 (30 m x 0,25 mm x 1,0 mm) 

- Injetor: 250 °C (modo splitless, fechado por 1 min) 

- Fomo: 40 °C/5 min e gradiente de 4 °C/min ate 220 °C 

- Detector: FED 

5) Cafe - Diversas rea 9 oes complexas ocorrem durante a torrefa 9 ao 
do cafe, produzindo flavor caracterfstico, constituido de uma mistura de 
compostos heterocfclicos, aldeidos, alcoois, fenois, esteres etc. Estes 
podem ser alterados em razao da sua origem e do tratamento tecnologico. 
A quantidade e a composi 9 ao dos precursores do flavor no grao verde 
apresentam efeitos substanciais no produto torrado. Polissacaridios, 
Iipidios e proteinas sao os principals constituintes do grao verde. 
Entretanto, os componentes menores, como aminoacidos livres. 
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trigonelina, acido clorogenico e a 9 ucares, sao importantes fontes de 
aroma do cafe. 

Tomar 1,0 g do po de cafe ou 3,0 ml da bebida em frasco de 10 ml, 
fechando-o hermeticamente. Equilibrar as amostras inicialmente em 
estufa a 60 °C/2 h e, posteriormente, inserir a fibra de PDMS-100 pm no 
headspace/5 min/dessorgao de 3 min. 

Condigoes cromatograficas-. 

- Coluna: DB-Wax (30 m x 0,25 mm x 1,0 mm) 

- Injetor: 250 °C (modo splitless, fechado por 1 min) 

- Fomo: 45 °C/10 min e gradiente de 3°C/min ate 190 °C 

- Detector: FID 

Para analise por imersao da bebida, tomar 8,0 ml e transferir para o 
frasco de 10 ml, fechando-o hermeticamente. Equilibrar a amostra a 
40 °C/ 30 min com agita^ao e, posteriormente, inserir a fibra de PDMS-7 
pm/ 5 min/dessonjao de 5 min. 

Condigoes cromatograficas: 

- Coluna: DB-Wax (30 m x 0,25 mm x 1,0 mm) 

- Injetor: 270 °C (modo splitless, fechado por 1 min) 

- Fomo: 40 °C/1 min e gradiente de 3 "C/min ate 150 H C/15 min e 
5 °C/min ate 250 °C 

- Detector: FED 

6) Condimentos - A qualidade destes produtos (aroma e flavor ) 
varia, dependendo do pais de origem, do processamento, do tempo de 
armazenamento, do tipo de embalagem etc. 

* Pimenta-preta: Tomar 40 mg da amostra e tritura-los. Transferir 
rapidamente para frasco de 4 ml. Inserir no headspace a fibra de PDMS- 
100 pm/5 min em temperatura ambiente, seguido de dessor?ao de 1 min. 

* Curry. Tomar 100 mg da amostra em frasco de 4 ml, equilibrado 
a 55 °C/10 min. Inserir a fibra de PDMS-100 pm/5 min, seguido da 
dessorcao de 1 min. 
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Condigoes cromatogrdficas: 

- Coluna: DB-1 (30 m x 0,25 mm x 1,0 mm) 

- Injetor: 235 °C (split) 

- Fomo: 60 "C/1 min e gradiente de 4 "C/min ate 235 °C. 

- Detector: FID 
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EXTRACAO COM C02-SUPERCRITICO 


Introdugao 

A extragao com CO,-supercrftico e uma tecnica que utiliza o poder 
solvente do dioxido de carbono (C0 2 ) em temperatura e pressao proximas 
e acima do ponto critico. 

Fluidos supercriticos sao definidos como qualquer substancia 
mantida acima da sua temperatura e pressao crfticas. A temperatura 
crftica e a temperatura mais alta, na qual o gas pode ser convertido em 
liquido pelo aumento da pressao. A pressao crftica e a pressao mais 
elevada, na qual o liquido pode ser convertido em gas pelo aumento da 
temperatura do liquido. Acima da pressao crftica, as propriedades do 
liquido e do gas se tornam identicas, e este gas, altamente denso, e 
denominado fluido supercrftico. 

A primeira observa?ao do poder solvente dos fluidos supercriticos 
ocorreu ha mais de 120 anos, porem o seu potencial de aplica?ao so foi 
explorado recentemente. Alem do uso em laboratories, e utilizado em 
escala industrial na descafeina 9 ao do cafe e extra?ao de lupulo em 
substitui^ao ao cloreto de metileno; na extra^ao e desodoriza^ao de oleos 
vegetais e gordura animal; e na extragao e recupera<jao de aromas de 
diversas origens etc. (Quadro 18.1). 

Fluidos supercriticos sao caracterizados pela alta densidade, baixa 
viscosidade e difusividade intermediaria entre gases e lfquidos. Esta 
propriedade nao-usual toma os fluidos supercriticos um solvente 
potencialmente muito bom. 
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Quadro 18.1 - Aplica 9 oes do CO 2 - SC em alimentos 


Aplica^ao 

Referenda 

1 - Remote) de colesterol e lipidios em cames, ovos e 

BRADLEY, 1989 

produtos de laticinios. 

CHAO, 1991 

ARNTFIELD, 1992 

FRONING, 1990 

RIZVI, 1994 

2 - Extra^ao de pigmentos 

DEGNAN, 1991 

SPANOS, 1993 

MARSIL1, 1993 

3 - Remc> 5 ao de 2cidos graxos 

KASHULINES, 1991 

ABDULLAH, 1994 

4 - Extra^o de oleo essencial 

VERSCHUERE, 1992 

HAWTHORNE, 1993 

BLANCH, 1994 

5 - Extrasao de flavorizantes 

TEMELLI, 1988 

LLANG, 1991 

6 - Extra^o de oleos vegetais 

BRANNOLTE, 1983 

ZHAO, 1987 

FATTORI, 1988 

DELVALLE, 1989 

NILSSON, 1991 

RAMSAY, 1991 

7 - Refmamento de azeite de oliva 

BRUNETTI, 1989 

GONSALVES, 1991 

8 - Extrato de lupulo 

VERSCHUERE, 1992 

VITZHUM, 1978 

9 - Extra^o de cafeina 

SUGIYAMA, 1985 

10 - Extra 9 ao de antioxidante 

DJAMART1, 1991 

HAWTHORNE, 1988 

11 - Concentra 9 ao de tocoferois 

NICOLINO, 1995 

IGLESIAS, 1995 

12 - Extra 9 ao do 61eo de cafe 

SANDI, 2003 
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De todos os fluidos com potencial de utiliza^ao, destaca-se o 
dioxido de carbono (C0 2 ), pelas seguintes razoes: 

- A temperatura critica do C0 2 e ligeiramente acima da temperatura 
ambiente (31,1°C), o que evita a destrui^ao de substancias 
termossensiveis. 

- A pressao critica do C0 2 (73,8 bars ou 1.071 psi) nao e diffcil de 
ser obtida. 

- O C0 2 nao e inflamavel. E inodoro e quimicamente inerte. 

- O C0 2 e disponfvel em alta pureza a baixo custo e nao representa 
risco ambiental. 

Outros fluidos (Tabela 18.1) sao utilizados, especialmente o oxido 
nitroso, que apresenta temperatura e pressao criticas similares as do C0 2 , 
mas com a desvantagem de ser suscetivel a explosao, fogo e toxidez. O 
dioxido de carbono, portanto, e um solvente atrativo para ser utilizado na 
industria de alimentos, em face de suas caracteristicas mencionadas 
anteriormente. 


Tabela 18.1 - Condigoes criticas para varios solventes 


Solventes 

Temperatura 
critica (°C) 

Pressao 

critica (bar) 

Dioxido de carbono 

31,1 

73,8 

Oxido nitroso 

36,5 

71,4 

Etano 

32,2 

48,8 

Etileno 

9,3 

50,4 

Propano 

96,7 

42,5 

Propileno 

91,9 

46,2 

Oicloexano 

280,3 

40,7 

Isopropanol 

235,2 

47,6 

Benzeno 

289,0 

48,9 

Tolueno 

318,6 

41,1 

P-Xileno 

343,1 

35,2 

Triclorofluorometano 

198,1 

44,1 

Amonia 

132,5 

112,8 

Agua 

374,2 

220,5 
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Fluidos Supercriticos 

Antes de conceituar o ponto critico, e preciso tecer alguns 
comentarios a respeito dos liquidos e de seu ponto de ebuli^ao e de como 
este pode ser alterado com a pressao. 

O ponto de ebulisao e a temperatura na qual o lfquido passa para a 
forma de gas; o da agua e 100 °C, ao nivel do mar. Este valor e menor 
quando medido, por exemplo, no alto de uma montanha. Este mesmo 
efeito pode ser conseguido em laboratorio, utilizando-se bomba de vacuo, 
conforme mostrado a seguir: 


Pressao (1 bar = 14,5 psi) 

Ponto de ebuli^ao (°C) 

1,0 

100,0 

0,9 

97,0 

0,8 

94,0 

0,7 

90,0 

0,6 

86,0 

0,5 

81,0 


Essas informa^Ses podem ser expressas na forma de grafico, no 
qual cada ponto da curva corresponde a temperatura de ebuli?ao em 
determinada pressao (Figura 18.1). 



Figura 18.1 - Curva do ponto de ebuliijao. 
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Esse tipo de curva nao e restrito a agua, pois todas as substancias 
possuem curva similar. Esta nao prossegue indefinidamente, separando a 
regiao gasosa da liquida; termina com determinada combina^ao da 
temperatura e pressao, denominada ponto critico. A temperatura 
necessaria para se atingir o ponto critico e denominada temperatura 
critica, e a pressao neste ponto e a pressao critica. Os valores exatos 
dependem dos fluidos. 

O estado supercrftico e alcan?ado quando a temperatura e a pressao 
de uma substancia sao aumentadas acima de seu valor critico (Figura 
18.2). Nesse estado, nao ha distin 9 ao entre a fase liquida e a gasosa, o 
fluido nao pode ser liquefeito pelo aumento da pressao e o aumento da 
temperatura nao forma gas. Portanto, as propriedades fisico-qmmicas de 
determinado fluido, como densidade, difusividade, constante dieletrica e 
viscosidade, podem ser facilmente controladas, alterando-se a pressao ou 
a temperatura, sem avan$ar a divisao de fase. 



Figura 18.2 - Ponto critico e regiao supercrftica. 
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O poder solvente do fluido supercntico depende da sua densidade, 
que e, diferentemente do solvente lfquido, altamente ajustavel, alterando- 
se a pressao ou a temperatura. Especialmente proximo do ponto crftico, 
pequeno aumento da pressao aumenta a densidade do fluido, mas o efeito 
e menor quando se distancia do valor crftico. Assim, o poder solvente de 
um fluido pode ser mais facilmente controlado que o do solvente lfquido. 
Contudo, o fluido supercntico possui maior coeficiente de difusao e mais 
baixa viscosidade que o solvente lfquido, o que significa transference de 
massa mais favoravel. 

Apesar de apresentar inumeras vantagens, a utiliza^ao do dioxido 
de carbono e limitada por ser um solvente essencialmente nao-polar, 
dificultando assim a extra^ao de muitos compostos polares e ionicos. O 
seu baixo poder solvente deve-se a baixa constante dieletrica, situada 
entre 1,4 e 1,5, enquanto a grande maioria dos solventes organicos possui 
constante dieletrica variando de 2,5 a 4,0. Para efeito de compara^ao, a 
constante dieletrica da agua e de aproximadamente 78. 

Um gas, quando comprimido isotermicamente em pressao maior 
que a sua pressao crftica, aumenta o seu poder solvente na vizinhan^a 
de sua temperatura crftica. Em tal situa^ao, esse gas e denominado 
fluido supercntico, e seu correspondente estado dinamico e ilustrado na 
Figura 18.2. 

A area acima, a direita do ponto crftico, e denominada regiao 
supercritica. O fluido se torna supercntico quando e mantido em 
temperatura suficientemente alta (acima da temperatura crftica), de forma 
que as formas de atra?ao intermolecular sejam insuficientes para promover 
a condensa^ao. Portanto, e necessario manter o fluido em pressao 
superior a do ambiente. 

Na regiao supercritica, o fluido nao possui caracterfsticas nem de 
lfquido nem de gas, mas contem propriedades de ambos: 

- Nao importa o valor da pressao que e aplicada, pois o fluido nesta 
regiao nao ira condensar. 

- Nao importa se a temperatura e aumentada, pois o fluido nesta 
regiao nao entrara em ebuligao. Por nao ser considerado lfquido nem gis. 
utiliza-se a terminologia fluido. 
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Tecnicas de Extragao 

A solubilidade de um composto no solvente supercrftico e 
dependente da densidade do solvente, bem como da afinidade ffsico- 
qui'mica do soluto pelo solvente. Os compostos dissolvidos podem ser 
recuperados simplesmente pela diminui^ao da temperatura e, ou, pressao, 
as quais reduzem a densidade do fluido. A densidade do fluido 
supercrftico e muito sensfvel a pequenas alteragSes da temperatura e, ou, 
pressao na regiao do seu ponto crftico. 

A habilidade do CO, no estado supercrftico de extrair componentes 
da matriz depende da solubilidade da substancia no fluido supercrftico, da 
interaijao do componente com a matriz, da localizaqao e da porosidade da 
matriz. Conhecendo-se somente a informagao sobre a solubilidade da 
substancia no h'quido supercrftico, nem sempre e possi'vel fazer uma 
previsao da sua extragao de determinada matriz. Por exemplo, a cafema e 
soluvel no C0 2 -supercn'tico, mas ela nao e extrai'da do grao se este estiver 

seco. 

A extraijao pode ser conduzida no modo estatico, dinamico ou no 
modo acoplado estatico/dinamico. A extragao estatica e conduzida 
quando uma quantidade fixa de C0 2 interage com a amostra, de modo 
analogo ao que ocorre com a intera^ao entre o cha e a agua quente. O 
vaso extrator contendo a amostra e entao pressurizado em determinada 
temperatura. A alta difusividade do liquido no estado supercrftico penetra 
na matriz, removendo o componente. Tipicamente, a extra 9 ao estatica e 
seguida da dinamica para completar a extra 9 ao. O modo estatico e 
freqiientemente utilizado quando modificadores e reagentes de 
derivatiza 9 ao sao empregados. A extra 9 ao dinamica utiliza 
continuamente o C0 2 passando pela amostra, como no processo de coar o 

cafe. 

Durante a extra9ao podem ocorrer varias situa 9 oes, como a nao- 
extra 9 ao de nenhum componente (implica a insuficiencia do poder de 
solvata 9 ao do h'quido no estado supercri'tico para solubilizar as 
substancias ou de romper a intera 9 ao da substancia com a matriz), ou 
somente de outras substancias, ou dos componentes de interesse 
associados a outras substancias. Sitmujao na qual se extrai somente a 
substancia de interesse e raramente obtida. A situa 9 ao mais realistica e 
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aquela em que ambos os componentes (substantia de interesse e 
interferentes) sao extrai'dos. 

A agua frequentemente causa problema na extraqao, especialmente 
de substancias polares, e esta pode ser facilitada pela adiijao de material 
estranho, que tanlo pode aumentar a extragao do componente desejado 
como inibir a extra^ao de interferentes. Os procedimentos utilizados para 
a remo 9 ao da umidade, como secagem em estufa e liofilizagao, 
aumentam os riscos de perda de volateis ou de substancias termicamente 
sensfveis. A adi^ao de agentes de secagem como Na,S0 4 ou MgSO. 
diretamente no extrator contoma o problema da umidade, mas pode 
causar o entupimento do restritor ou do vaso extrator. Prefere-se o uso de 
celite e de terras diatomaceas, que funcionam como secadores, alem de 
agentes de dispersao. 

O CO, puro nao e um solvcnte apropriado para extrair substancias 
polares, alem de ser ineficiente para romper a forte intera 9 ao entre a 
matriz e a substantia de interesse. O procedimento utilizado para esses 
casos tern sido a adi^ao de pequenas quantidades de um solvente 
organico, como metanol ou tolueno, ao CO, ou a amostra. Modificadores 
utilizados com o intuito de aumentar o poder de solvatagao do CO, 
devem ser empregados somente em ultimo caso, dcvido a menor 
eficiencia no mecanismo de reten^ao. Como regra geral, se a substantia 
se encontra fortemente ligada a matriz, e necessario alto poder de 
solvataqao ou alia temperatura. Portanto, as consideragoes expcrimentais 
devem ser exploradas na seguinte ordem: aumentar a densidade do CO y 
aumentar a velocidade do fliao, aumentar a temperatura de extras do e, 
finalmente, adicionar o modificador. 

Como solvente, o dioxido de carbono tende a ser seletivo para as 
moleculas lipofflicas de baixo peso molecular (abaixo de 500). 
Geralmcnte a solubilidade diminui com o aumento do PM dentro de uma 
serie homologa e com a adi?ao de grupos polares, como hidroxila, 
carboxila ou nitrogenio. Alguma seletividade dentro dessa faixa pode ser 
obtida controlando-se a temperatura e a pressao do solvente, ou seja, 
explorando as diferen 9 as no PM e na pressao de vapor do soluto. 

Para se obter sucesso na extra 9 ao, o soluto precisa ser 
suficientemente soluvel no fluido supercritico. A solubilidade depende da 
natureza qufmica do fluido, da sua densidade durante a extra9ao e da 
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temperatura. Aumentando-se a temperatura a pressao constante, ocorre a 
redugao da densidade, e o efeito obtido pode ser a redugao na 
solubilidade, que e determinada por dois efeitos: volatilidade e solvatagao 
do fluido que e dependente da sua densidade. Portanto, o efeito de 
solvatagao do fluido diminui com o aumento da temperatura, ao passo 
que a volatilidade do analito aumenta. Como resultado, a solubilidade de 
uma substancia no fluido supercritico em pressao constante inicialmente 
diminui com a temperatura em razao do efeito dominante da densidade e 
atinge o mi'nimo; posteriormente, ela aumenta, devido ao efeito da 
volatilidade. Em especies relativamente nao-volateis, o aumento da 
temperatura em pressao fixa do fluido resulta na redugao de sua 
densidade e na solubilidade do analito no fluido, reduzindo a eficiencia 
da extragao. 

A extragao com fluido supercritico baseia-se no controle da 
solubilidade via manipulagao da temperatura e pressao. A solubilidade de 
determinado soluto tende a aumentar com a temperatura e pressao de 
operagao. Os limites praticos de cada parametro, todavia, sao governados 
por diferentes fatores. A temperatura deve ser mantida abaixo do nivel 
em que o material a ser extrafdo comega a sofrer degradagao termica; ja a 
pressao esta mais relacionada com consideragoes economicas, como 
custo e operagao. 

A temperatura e a pressao sao os dois parametros fisicos mais 
importantes na extragao supercrftica; juntas, elas definem a densidade do 
fluido. A densidade maxima de extragao do fluido e obtida em pressao 
elevada e temperatura proxima da temperatura crftica do fluido. A 
solubilidade de determinada substancia no fluido supercritico e afetada 
por dois fatores: a volatilidade da substancia e o efeito solvente 
(relacionado com a densidade) do fluido supercritico. Isso significa que a 
elevagao da temperatura do fluido faz com que aumente a solubilidade de 
compostos com pressao de vapor significante, ou seja, a elevagao da 
temperatura a pressao constante geralmente aumenta a solubilidade do 
analito, que possui suficiente pressao de vapor. Entretanto, a solubilidade 
de substancias organicas que nao apresentem suficiente pressao de vapor 
provavelmente diminuira em temperatura elevada, devido a queda da 
densidade do C0 2 . 

A relagao existente entre os efeitos da pressao de vapor, que 
aumenta com a temperatura, e os da densidade do solvente, que diminui 
com a temperatura, resulta na redugao da solubilidade. Esse 
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comportamento retrogrado e uma manifestagao da predominance do 
efeito da densidade, que e muito sensivcl a temperatura nessas condi^oes. 

A extragao com fluido supercritico funciona de forma semelhante a 
extragao com solventes. O C0 2 supercritico e utilizado como solvente de 
extragao em substitui^ao aos liquidos comumente utilizados: cloreto de 
metileno, hexano, metanol etc., sem causar danos as propriedades 
funcionais de protefnas e de outros constituintes do alimento. 

Tal como na extragao convencional, a amostra a ser extrafda e 
exposta ao CO,-supercritico, que dissolve e remove alguns componentes 
da amostra original. Este se comporta como hibrido de gas e liquido - 
possui propriedade fisica (transporte) de urn gas e quimica (solvente) de 
um liquido. 

A sua alta densidade proxima de liquidos permite grande 
capacidade de solvata^ao, enquanto sua baixa viscosidade e alta 
difusividade conferem-lhe alto poder de penetra$ao e maior e mais rapida 
transference de massa do solulo para o fluido supercritico. 

Nas condi?6es de extragao, o fluido se movimenta continuamente 
pela amostra, dissolvendo e removendo os componentes. A separa 9 ao dos 
componentes extraidos e obtida pela redu 9 ao da densidade atraves da 
diminui^ao da pressao em temperatura constante ou pelo aumento da 
temperatura em pressao constante ou, ainda, pela combina?ao destas. A 
expansao da solu^ao na regiao coletora separa o gas CO, expandido dos 
componentes extraidos. Portanto, essa tecnica combina caracteristicas de 
extragao e destila^ao simultaneamente. 


Extragao convencional 

Utiliza-se de solventes para extrair diferentes compostos. O preparo 
de uma xfcara de cha, por exemplo, e um processo familiar de extragao 
liquido-solido. Coloca-se o saquinho de cha na xfcara e, posteriormente. 
adiciona-se agua quente. Apos deixar em repouso por certo tempo, as 
substancias soluveis da folha sao transferidas para a agua. Em 
laboratorio, para fazer a mesma extragao, utiliza-se o extrator de Soxhle: 
O tempo medio de extragao com a utilizagao do Soxhlet varia de 1 a "2 
horas, produzindo elevada quantidade de solventes, os quais necessuam 
ser removidos posteriormente. Nas condigoes de extragao (solveme e 
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temperatura de extragao), a integridade dos componentes extraidos pode 
ser afetada pela decomposigao termica ou pela reagao com o solvente. 

Outra forma de extragao empregada e a Uquido-liquido, na qual 
ambos os elementos sao Uquidos, mas nao se dissolvem entre si. Para 
esse caso, o fund de separagao (Figura 18.3) e comumente utilizado. 
Diferentes solventes sao utilizados na extragao Uquido-liquido. 
Hidrocarbonetos como o hexano sao otimos para extragao de substancias 
nao-polares, e o benzeno e o tolueno, de substancias aromaticas; metanol 
e outros sao uteis para extragao de compostos polares. E valido ressaltar 
que nenhum solvente isoladamente funciona bem para todas as amostras. 



Separar 


Figura 18.3 - Extragao Uquido-liquido. 


Algumas consideragoes gerais relacionadas com os processos 
convencionais de extragao podem ser assim resumidas: 

- Utilizagao de grandes quantidades de solventes, tornando 
necessaria a sua posterior remogao. 

- O excesso de solvente e descartado, trazendo problemas 
ambientais, alem de seu custo elevado. 

- A extragao nao e seletiva, e geralmente outros processos 
subsequentes de purificagao (cromatografia) do extrato sao necessarios. 

- O tempo de extragao e longo, e algumas substancias podem ser 
degradadas pela exposigao prolongada no solvente aquecido. 
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uso de grande volume de solventes, bem como a etapa posterior de 
concentra?ao. 

O C0 2 -supercntico e essencialmente um solvente nao-polar, e seu 
poder solvente varia consideravelmente com a densidade. Portanto, 
permite extrair grande variedade de substancias, dependendo da pressao 
aplicada. Pode-se ainda fracionar a amostra, extraindo-a em duas ou mais 
densidades diferentes; portanto, a pressao e um modo efetivo de controle. 
O CO, e menos efetivo em alta temperatura, mas esta, por si so, aumenta 
o seu poder solvente. Assim, estao disponfveis duas formas de controle da 
extra^ao. 

- Dioxido de Carbono como Solvente 

Por diversas razoes (baixa toxidez, nao-poluente, inerte, 
temperatura crftica moderada e disponibilidade), o gas carbonico tornou- 
se uma escolha atrativa. 

Produtos de origem biologica sao freqUentemente termossensfveis, 
lipofilicos e nao-volateis, requerendo, portanto, o processamento em 
temperatura ambiente. O dioxido de carbono possui temperatura crftica 
de 31,1°C, o que o torna atrativo para uso em processamento de alimento 
e de material biologico. O seu poder solvente e bastante proximo ao do 
hexano. 

Pela manipula?ao da densidade, pode-se ajustar a solubilidade de 
forma a obter melhor extra?ao dos componentes da amostra. A faixa do 
poder solvente do C0 2 -supercritico disponfvel com a manipula^ao da 
densidade e da temperatura nao e, em certos casos, suficiente para 
algumas extra^oes. Nesse caso, modificadores qufmicos para alterar as 
propriedades solventes podem ser utilizados, como acetona, metanol e 
cloreto de metileno. Essas modificadores sao adicionados a amostra em 
pequena quantidade, tomando-se possfvel combinar a propriedade 
solvente do C0 2 com a natureza polar dos modificadores adicionados, da 
seguinte maneira: 

- Modificadores (solventes organicos) sao adicionados ao C0 2 ou a 
amostra quando o gas carbonico, na sua forma pura, nao extrai 
satisfatoriamente os componentes de interesse, dentro da sua faixa de 
opera?ao (densidade = 0,15-0,95 g/ml). Por exemplo, se o componente a 
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ser extraido e altamente polar, este sera insuficientemente insoluvel no 
CO,. A adi^ao de pequenas quantidades de metanol ou acetona aumenta 
significativamente sua habilidade para solvatar substancias polares. 

- Os componentes podem ser soluveis no CO„ mas estao 
fortemente ligados a matriz (sitios ativos), de forma que o CO, nao 
consegue solubiliza-los, nao promovendo assim a sua extra?ao. A 
interagao da matriz com o solvente e a substancia a ser extraida exerce 
forte influencia no processo de extragao e tern de ser considerada na 
sele^ao de modificadores. 

- A solubilidade do solvente pode ser modificada por qualquer 
contaminante extraido da matriz. A presen^a de agua afcta a extra?ao, 
nao pela influencia na solubilidade do CO, (agua e imiscivel com o C0 2 - 
supercritico). A agua ajuda na solubiliza^ao de compostos polares, 
competindo pelos sitios polares da matriz. No entanto, a agua pode 
dificultar a extra^ao de compostos nao-polares, atuando como barreira a 
penetra^ao do dioxido de carbono. 

- Os componentes podem ser soluveis no C0 2 , porem estao 
fisicamente encapsulados. Neste caso, sera necessario promover a ruptura 
fisica da matriz (ultra-som, agita?ao em alta velocidade, moagem etc.), 
para a permitir o contato do solvente. 

A utiliza?ao dos modificadores pode ser direcionada para cada uma 
dessas situa 9 des. Como regra, sabendo-se que a solubilidade do CO, e 
muito proxima da do hexano (nao-polar), o poder solvente resultante da 
mistura modificador/CO , pode ser alterado de maneira analoga a da 
mistura de solventes, como no processo convencional de extragao. 

A introdugao de co-solventes no CO,-SC altera a polaridade e o 
poder de solvata^ao do CO,-SC. Por exemplo. na extra^ao de substancias 
polares, e necessario adicionar modificadores polares. Isso resulta em 
aumento significativo na temperatura critica da mistura. Exemplificando, 
no caso do metanol, a temperatura critica para misturas contendo 0, 5, 10, 
15, 20 e 25% de metanol em C0 2 e de 31, 49, 65, 80, 95 e 107 °C, 
respectivamente. Como consequencia, temperaturas elevadas de operagao 
sao requeridas, resultando na diminui^ao da densidade do fluido. 
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Extragao analitica 

Os parametros densidade, pressao e temperatura controlam o poder 
de solvatagao do C0 2 -supercritico; portanto, com a manipulagao destes, 
pode-se fracionar a amostra. A quantidade de soluto dissolvido no fluido 
varia com a sua densidade. 

O poder solvente e selecionado escolhendo-se a temperatura e a 
pressao que fomegam a densidade desejada: acima da temperatura crftica, 
o poder solvente e ajustado pela densidade, o limite maximo do poder 
solvente se aproxima da alta densidade e muito pouco ganho na 
densidade se verifica pelo aumento da pressao. 

O sistema de extragao com C0 2 -supercritico consiste de quatro 
componentes basicos: bomba, extrator, sistema de controle da 
temperatura e pressao e separador ou adsorvente (Figura 18.4). 



Cilindro de C0 2 
sob alta pressao 


Valvulas 


Solvente de elui^ao 
do coletor 


Figura 18.4 - Sistema de extragao anah'tica com CO 2 -SC. (HP 7680). 


O C0 2 lfquido armazenado no cilindro e conduzido a bomba para 
ser comprimido na pressao desejada. Antes do contato com a amostra, o 
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fluido e aquecido (zona de aquecimento) em temperatura preestabelecida. 
Sistemas de valvulas permitem a extragao de duas maneiras: estatica 
(equilfbrio) ou dindmica. 

No modo estatico, quantidade fixa do fluido e mantida em contato 
com a amostra na densidade (pressao), temperatura e composigao 
desejadas por determinado tempo. No processo dinamico, o fluido de 
extragao e mantido na densidade (pressao), temperatura e composigao 
desejadas, passando continuamente pela amostra a velocidade 
previamente selecionada. Com o contato e a passagem do fluido pela 
amostra, esta e dissolvida e arrasta alguns de seus componentes. 

- Fluxo e tempo de extragao 

Na escolha do fluxo de C0 2 a ser utilizado em determinada 
extragao, deve-se levar em consideragao a relagao entre a densidade e a 
velocidade de transporte do solvente. Geralmente, aumentando-se a 
densidade do C0 2 , ocorre a diminuigao do fluxo pelo aumento do numero 
de moleculas/unidade de volume. Ao ignorar essa relagao, o resultado 
sera a incompleta recuperagao dos componentes extraidos. 

A extragao completa de determinado componente requer que 
volumes variaveis de CO, (de 3 a 10) passem pelo cartucho ou pela 
camara de extragao contendo a amostra. Por exemplo, utilizando-se um 
cartucho de capacidade de 7,0 ml e o dioxido de carbono bombeado a 
velocidade de 1,0 ml/min, a densidade de 0,25 g/ml, o tempo de extragao 
de 10 min sera suficiente para lavar o cartucho tres vezes. Se a densidade 
do dioxido de carbono for alterada para 1,0 g/ml e se o mesmo fluxo for 
mantido, o tempo necessario para lavar o cartucho sera de 
7 min; portanto, o tempo de extragao de 10 min sera suficiente para lavar 
1,3 vez o cartucho contendo a amostra, podendo nao ocorrer completa 
recuperagao dos componentes extraidos. 

De outra forma, o volume de C0 2 gasto pode ser calculado, 
considerando-se as seguintes pressuposigoes: 

- Capacidade do cartucho = 7,0 ml. 

- Fluxo = 1,0 ml/min. 

- Densidade = 0,46 g/ml. 

- Tempo de extragao = 10 min. 
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Vol. C0 2 = (1,0 ml/m in) (0,92/0,46 g/ml)(10 min) = 20 ml 

Volume CO ^/volume cartucho (20/7,0) = 2,85 vezes. 

Fluxo de C0 2 mais elevado pode ser usado para dissolver e 
remover solutos altamente soluveis e de facil acesso. Em contraste, fluxo 
mais baixo deve ser usado para amostra contendo os componentes 
encapsulados ou ligados. 

- Expansao 

Na seqiiencia da extragao (Figura 18.4), a mistura contendo os 
componentes extraidos e direcionada para o restritor, onde ocorre a 
expansao, i.e., a densidade do fluido de extragao muda de liquido para 
gas. No processo dinamico, a extragao e expansao ocorrem 
simultaneamente. De um lado do restritor, a pressao e mantida elevada e, 
do outro, a pressao e ambiente, ocorrendo, portanto, a queda da pressao. 
Com a diminuigao da pressao, a densidade da solugao tambem diminui e 
os componentes extraidos se separam da solugao, colidindo entre si. O 
processo de expansao resfria o restritor, de forma que e necessario haver 
um sistema de controle da temperatura para manter o processo de 
expansao ininterrupto. 

- Coleta 

Os componentes extraidos sao coletados em superficie solida. 
Esses coletores sao constituidos de material poroso, que possui afinidade 
quimica com o material extraido (ODS, PORAPAK etc.), ou esfera de 
ago, que atuam como filtros qufmico, mecanico e termico para separar os 
componentes extraidos do gas expandido. Os componentes retidos sao 
reconstituidos pela lavagem com solventes apropriados. 

Os parametros de lavagem mais apropriados podem ser 
selecionados (temperatura, fluxo do solvente e composigao). Quanto mais 
volatil o componente na regiao coletora, maior e a sua tendencia de 
vaporizar, podendo ser removido da zona de coleta juntamente com o gas 
expandido. Parametros como temperatura e atraqao quimica sao 
empregados para minorar a vaporizagao. 

Quando o fluido de extragao contem modificadores e a temperatura 
da regiao coletora e mais fria que o ponto de fusao, ocorrem a 
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condensa 9 ao e precipita^ao. Por outro lado, se a regiao coletora e mantida 
em temperalura acima do ponto de ebul^ao do modificador, ocorre a 
vaporiza^ao, e este e eliminado juntamente com o gas. 

Durante o processo de extra^ao, o controle da pressao, temperatura. 
composigao qufmica e do fluxo e importante. O controle correto da 
temperatura do restritor e da regiao coletora mantem o fluxo contfnuo. 
Entretanto, e necessaria, durante a etapa de coleta, alguma forma de 
atra^ao qufmica que garanta completa recuperaqao da amostra. 

A figura a seguir ilustra, com cromatogramas, o resultado obtido da 
extra^ao de tocoferois do destilado desodorizado do oleo de soja, 
utilizando-se o dioxido de carbono como solvente. 



0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12 


Processo simplificado de extragao comercial 

A amostra e colocada no extrator equipado com controladores de 
temperatura e pressao para manter as condi^oes de extracao dese aia. O 
tanque de extra 9 ao e pressurizado com o fluido, com o auxflio de -r. 
































572 


Quimica de Alimentos - Teoria e pratica 


Os componentes solubilizados sao transferidos para o(s) separador(es) e, 
nesse local, ocorre a diminuigao do poder de solvatagao do fluido, 
aumentando a temperatura ou diminui'do a pressao do sistema. Nessa 
etapa, o produto e entao coletado por meio de valvulas localizadas na 
parte inferior do(s) separador(es) (Figura 18.5). 



O volume medio dos extratores utilizados em escala comercial 
varia de 200 a 2.000 L. Ate o presente, a quantidade de extratores acima 
de 100 L, em operagao no mundo, e em tomo de 130. 


Extragao de Figmentos do Pimentao 

Procedimento 

A extragao do pigmento sera realizada conforme metodologia a 
seguir, utilizando-se o extrator modelo HP 7680. 

- Pesar 10,0 mg do pimentao seco e transferir para o extrator. 
Proceder a extragao, utilizando-se tres diferentes densidades (0,25, 0,65 e 
0,95 g/ml), conforme indicado a seguir: 
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Condigoes de extragao 

Parametros 


Valores 


Amostra 


10,0 mg 


Coletor 


ago inox 


Condigoes de extragao 

l a 

2 a 

3 a 

Densidade 

0,25 

0,65 

0,95 g/ml 

Pressao 

77 

104 

383 bars 

Temperatura 

40 

40 

40 °C 

Tempo estdtico 

0,5 

0,5 

0,5 min 

Tempo de extragao dinamica 

4 

4 

5 min 

Fluxode CO 2 

1,0 

2,4 

2,9 ml/min 

Temperatura do restritor 

45 

45 

45 °C 

Condigao de reconstituigao 

Solvente 

Temperatura do coletor 

Volume de reconstituigao 


Acetonitrila 

40 °C 

2 x 1,0 ml 



Cromatografia de fase gasosa do extrato 
Analisar as tres fra?oes obtidas em: 

- Coluna capilar de silica, fase estacionaria metil silicone (25 m x 
0,2 mm x 0,33 |U,m). 

- Temperatura da coluna: 
inicial: 100 °C/2,0 min. 

final: 300 °C/5,0 min (gradiente de 20°C/min). 

- Temperatura do detector de ioniza§ao de chama: 300 °C. 

- Temperatura do injetor: 250 °C. 


Extragao da Capsaicina de Pimenta 

Capsaicina e uma amida com unidades isoprenoides (Capftulo 5), 
responsavel pelo sabor pungente em pimenta, detectada sensorialmente 
em mveis de 10 ppm. 
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O metodo tradicional de extragao da oleorresina utiliza alcool 
etilico saturado com acetato de sodio em temperatura de 60 °C/2 horas. O 
binomio tempo/temperatura utilizado na extragao altera a integridade da 
amostra em razao das condi$oes oxidantes nela existentes. 

A extragao com C0 2 -SC, alem do tempo de extragao em menos de 
25 min, oferece vantagens significativas sobre o processo tradicional, 
pois a temperatura baixa de extragao, aliada a condigao nao-oxidante, 
garante a integridade do extrato final. 

No preparo da amostra, o etanol e adicionado com o proposito de 
solvatar a capsaicina, facilitando sua extragao: 

Condigdes de extragao 


Parametros Valores 


Amostra** 

0,5 g 

Coletor 

ODS 

Condigoes dc extragao 


Densidade 

0,70 g/ml 

Pressao 

115 bar (1670 psi) 

Temperatura 

40 °C 

Tempo estatico 

15 min 

Tempo de extragao dinamica 

10 min 

Fluxo de CC >2 

2,5 ml/min 

Temperatura do coletor 

5-10 °C 

Condigao de reconstituigao 

Solvente 

Fase movel (CLAD) 

Temperatura do coletor 

30 °C 

Volume dc reconstituigao 

1,0 ml 


** Triturar 100 g da amostra, pesar 500 mg e homogeneizar com 0,5-1,0 g de ETOH. 


Extragao da Vitamina E 

Os tocoferois (vitamina E) sao compostos lipossoluveis 
encontrados quase que exclusivamente nos tecidos vegetais e, somente 
em pequenas concentragdes, nos tecidos animais. 
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O metodo tradicional de extragao (destilagao molecular) baseia-se 
na diferenga de peso molecular dos componentes a serem separados. 
Consiste em passar a amostra atraves de um trocador de calor em 
temperatura proxima de 200 a 210 °C, sob condigao de alto vacuo. 

A extiagao com o C0 2 - SC e uma alternativa altamente desejavel 

para se substituir a extra§ao convencional, como a extra 5 ao lfquido- 
liquido, destilagao e adsorgao. 

Condigoes de extragao 

Parametros 

Amostra * 20]d 

Coletor ODS 

Condi$oes de extragao Pr^-extra 9 ao Extragao 

Densidade 0,15 g/ml 0,78 g/ml 

Pressao 76 bar 197 bar 

Temperatura do extrator 80 °C 50 °C 

Tempo de extragao dinamica 8 min 25 min 

Fluxo de C0 2 3 ml/min 3 ml/min 

Temperatura do coletor 20 °C 20 °C 

Temperatura do restritor 55 °C 55 °C 

Condigao de reconstituigao 

Solvente Acetonitrila Hexano 

Volume de reconstituigao 1,8 ml 1,8 ml 

Fluxo 2 ml/min 2 ml/min 

Temperatura do coletor 20 °C 60 °C 

*Destilado desodorizado do oleo de soja. 

Cromatografia de fase gasosa do extrato 

- Coluna capilar de silica, fase estacionaria metil silicone (25 m x 
0,2 mm x 0,33 pm). 

- Temperatura da coluna: 
inicial: 200 °C/1 min. 

final: 300 °C/10 min (gradiente de 20 °C/min). 

- Temperatura do injetor: 250 °C. 

- Temperatura do detector de ionizagao de chama: 300 : C 
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S 

Remogao do Limoneno do Oleo Essencial de 
Limao 

No processamento de limao, o oleo essencial e considerado o 
produto principal, sendo removido da casca durante a extragao do suco e 
utilizado pelas industrias alimenticias, farmaceuticas e quimicas. E 
constituido de uma mistura de hidrocarbonetos do grupo de terpenos e 
sesquiterpenos e de compostos oxigenados (Capftulo 5). O limoneno e o 
principal constituinte do oleo essencial (60 a 75% do total). Alem de 
contribuir muito pouco para o aroma, e sensivel a oxidagao, dando 
origem a produtos indesejaveis. 

As tecnicas tradicionalmente utilizadas para remo?ao parcial de 
terpenos (desterpena^ao) levam a resultados pouco satisfatorios, seja por 
provocarem degradagao termica dos compostos, seja pela presenga de 
quantidades residuais de solventes no produto final ou pelos baixos 
rendimentos obtidos. 

Condigoes de extragao 


Parametros V alores 


Amostra* 

20 jul 

Coletor 

ODS 

Condigoes de extragao 


Densidade 

0,35 g/ml 

Pressao 

120 bar 

Temperatura 

70 °C 

Tempo de extragao dinamica 

6 min 

Fluxo de CC >2 

1 ml/min 

Temperatura do coletor 

0°C 

Condigao de reconstituigao 

Solvente 

Hexano 

Temperatura do coletor 

50 °C 

Volume de reconstituigao 

2x1 ml 


* Adsorvido em 100 mg de silica-gel. 
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Cromatografia de fase gasosa 

- Coluna capilar de silica, fase estacionaria metil silicone (25 m x 
0,2 mm x 0,33 pm). 

- Temperatura da coluna: 

inicial: 75 °C/30 seg. e final: 220 °C/4 °C/min. 

- Temperatura do injetor: 200 °C. 

- Temperatura do detector de ioniza^ao de chama: 250 °C. 


Extragao do Oleo de Cafe Verde 

O cafe arabica content maior quantidade de oleo que o robusta, 
variando de 10,5 a 17,7% e de 8 a 10%, respectivamente. Em rela^ao a 
composigao, o oleo de cafe possui menor quantidade de compostos 
saponificaveis que os oleos comestfveis e geralmente nao mais que 80% 
de trigliceridio, composto principalmente de acido palmi'tico e linoleico, 
com teores de aproximadamente 35% e 42%, respectivamente. Em 
contrapartida, a quantidade de compostos insaponificaveis e bastante 
elevada, podendo chegar a 12% ou mais. Essa fragao e rica em 
diterpenos caveol e cafestol (Figura 18.6), encontrados na forma livre e 
esterificados com acidos graxos, principalmente palmi'tico, estearico e 
linoleico. O cafe arabica possui quantidade maior de diterpenos que o 
robusta. Essa composi^ao peculiar do oleo de cafe verde torna-o valioso 
para a industria de cosmeticos, em razao das suas propriedades 
amaciantes, emolientes e hidratantes, alem da capacidade de bloquear a 
radia^ao solar (280-320 nm). 



Figura 18.6 - Estruturas qui'micas do cafestol e caveol. 
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A presenga do cafestol e do caveol no oleo afeta a sua estabilidade 
a oxidagao e diminui a sua qualidade sensorial. Adicionalmente, a 
presenga deles no oleo de cafe torrado (-1,0%) tem sido considerada 
responsavel pela elevagao do colesterol em consumidores de cafe que nao 
utilizam o filtro de papel na obtengao da bebida, como o cafe expresso 
(elevado teor de diterpenos presentes no oleo). No caso do cafe torrado, 
os elevados teores de compostos volateis que proporcionam o seu sabor e 
aroma sao encontrados principalmente no oleo. Por isso, e utilizado na 
industria de alimentos como fonte de aroma. 

As quantidades no grao verde variam de 1,3 a 1,9% e de 0,2 a 
1,5%, respectivamente. Em relagao ao oleo (cafe arabica), a quantidade 
de cafestol e de caveol encontrada foi de 533,7 mg.100 g' 1 e 619,2 
mg. 100 g' 1 , respectivamente. 

Condigoes de extragao: 

- umidade do grao: -10% 

- granulometria: 0,297 a 0,35 


Parametros 

Valores 

Amostra 

200 mg 

Coletor 

ODS 

Condigoes de extrasao 


Densidade 

0,77 g.mLi 

Pressao 

373 bar 

Temperatura de extra^ao 

90 °C 

Tempo de extra 9 ao dinamica 

20 min 

Fluxo de C0 2 

1,5 mL.min-i 

Temperatura do restritor 

70 °C 

Temperatura do coletor 

35 °C 

Condi 9 oes de reconstitu^ao 

Solvente 

Hexano 

Temperatura do coletor e restritor 

58 °C 

Volume de reconstitu^ao 

2,0 mL 
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Em rela?ao ao teor de diterpenos, obtem-se uma redu$ao de 47% 
nos teores de cafestol e caveol no oleo extrafdo. 

Extragao do oleo do cafe torrado - Este oleo e utilizado como 
aromatizante em varios alimentos e bebidas industrializados. Pode ser 
obtido tanto por prensagem dos graos ou por solventes, como o hexano. 
A extrasao por solvente e indesejavel, em rela^ao a qualidade do 
produto final, e o rendimento na extragao por prensagem e geralmente 
muito baixo. A torrefaqao nao afeta a quantidade absoluta do oleo. 
entretanto a perda de umidade aumenta o teor relativo. E utilizado na 
fabrica^ao de cafe instantaneo, adicionado no final do processo para 
compensar as perdas dos compostos volateis ocorridas na sua obten?ao. 
Uma caracteristica indesejavel no oleo, no entanto, sao os diterpenos 
cafestol e caveol presentes na fraqao insaponificavel. Alem de 
comprometerem a estabilidade do oleo, eles tern sido associados ao 
aumento nas taxas de colesterol. A qualidade sensorial do oleo livre de 
diterpenos e considerada melhor que a do oleo bruto. Os valores dos 
diterpenos cafestol e caveol encontrados foram de 432,1 mg.lOOg 1 e 
572,3 mg.lOOg 1 , respectivamente. 


Condigdes de extragao 

umidade do grao - -2,4% 
granulometria : 0,297 a 0,35 


Parametros 

Valores 


Amostra 

200 mg 


Coletor 

ODS 


Condi 9 oes de extra 9 ao 



Densidade 

0,84 g.mL* 1 


Pressao 

371 bar 


Temperatura de extra 9 ao 

70 °C 


Tempo de extra 9 ao dinamica 

20 min 


Fluxo de C0 2 

2,0 mL-min' 1 


Temperature do restritor 

70 °C 


Temperature do coletor 

35 °C 


Condi 9 oes de reconstitui 9 ao 

Solvente 

Hexano 


Temperature do coletor e restritor 

58 °C 


Volume de reconstitu^ao 

2,0 mL 









580 


Quimica de Alimentos - Teoria e pratica 


Nessas condigoes houve redugao do teor de diterpenos no oleo, 
representando uma queda de 71% em relagao aos teores desses 
componentes determinados no oleo extrafdo com solvente, aumentando 
significativamente a sua estabilidade e qualidade sensorial. 

Cromatografia liquida de alto desempenho do extrato 

Os diterpenos cafestol e caveol foram determinados por 
cromatografia liquida de alto desempenho, equipados com duas colunas 
HP - C lg (200 mm x 4,6 mm x 5,0 pm) conectadas em serie e detector de 
UV-VIS a 220 nm, utilizando-se como fase movel a mistura metanol / 
agua (85: 15%, v/v) e fluxo de 0,7 mL.min 1 . O tempo de retengao do 
caveol e de 13 minutos, e o do cafestol, 14. 

A amostra do oleo (50 mg) foi saponificada com 3 mL de uma 
solugao de KOH 0,5 mol.L 1 em metanol. A fragao insaponificavel foi 
extrafda da fragao saponificada com hexano (3x2 mL) e lavada com 1 
mL de agua (tres vezes) para a remogao de resfduos de sabao. A fragao 
organica foi concentrada em nitrogenio a 45 °C e ressuspensa em 1,0 mL 
de fase movel. A amostra deve ser filtrada em filtros de celulose de 
0,45 pm, injetando-se 50 pL no cromatografo. 


Extragao da Cafema 

O teor de cafema e de 1,2-2,0%. Este alcaloide nao possui sabor, e 
moderadamente soluvel em agua e pode ser extrafdo do grao verde ou 
torrado, com solventes menos polares. 

O processo utilizado industrialmente na extragao da cafema do grao 
de cafe envolve a utilizagao de solvente organico ou do dioxido de 
carbono. No cafe verde, a cafema se encontra ligada ao acido 
clorogenico, e, para que ocorra a sua remogao, e necessario inicialmente 
que o teor de umidade do grao seja elevado, o que e feito deixando-se os 
graos em repouso em agua aquecida. Posteriormente, os graos sao 
removidos e e adicionado o solvente acetato de etila (componente natural 
presente no aroma do cafe e encontrado em frutas) na proporgao de 1 
parte de cafe: 5 partes do solvente. A ultima etapa dessa operagao e 
submeter os graos a temperatura elevada para remover o excesso de 
umidade e resfduo do solvente. A remogao da cafema e de solidos 
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soluveis por esse processo varia de 37 a 80% e de 9 a 42%, 
respectivamente, dependendo da temperatura de extrafao. 

O processo mais seletivo para se remover a cafeina e nao outros 
componentes precursores do aroma do cafe e a utilizaijao do dioxido de 
carbono supercritico. Inicialmente, aumenta-se a umidade dos graos 
utilizando a agua (umidade -50%), em pressao de 300 bar a 60 °C. 196 
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Apendices 

Apendice 1 - Agente Oxidante e Redutor 

Agente oxidante: promove a oxidagao de outra molecula pela remogao 
de eletrons ou hidrogenio ou pela adigao de oxigenio. 

1 - Ganho de oxigenio: 

C + O 2 —> CO 2 (o carbono e oxidado para dioxido 
de carbono) 

2 - Perda de eletrons: 

Na —> Na + + e" (o atomo de sodio e oxidado para 
ion sodio) 

O’ ->02 + e" (o radical superoxido e oxidado para 
oxigenio) 

Agente redutor: promove a redugao de outra molecula doando eletrons 
ou hidrogenio ou removendo o oxigenio. 

1 - Remogao do oxigenio: 

CO 2 + C —> 2C0 (o dioxido de carbono e reduzido 

para CO e o carbono e oxidado 
para CO) 


2 - Ganho de hidrogenio: 

C + 2 H 2 -> CH 4 (o carbono e reduzido para metano) 

O 2 + e" -> 02 ’“ (o oxigenio e reduzido para radical 
superoxido) 

Cl" + e" —> C1‘ (o atomo de cloro e reduzido para 
ion cloro) 
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Apendice 2 - Unidades de Massa e Comprimento 

Massa 

1 dalton = massa de um atomo de hidrogenio 

= 1,67 x 10" 24 g 

1 picograma= 1,0 x 10 ~ * 2 g 

Comprimento 

1 nanometro (nm) = 10 ' ^ m 

= 10 angstron (°A) 

1 micrometro (/tm) = 10 ' ^ m 
= 1.000 nm 
= 10.000 °A 
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Apendice 3 - Ligaqoes Responsaveis peu\ Estabilidade da 

Proteina 
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Apendice 4 - InteraqAo entre Moleculas de Agua e de 

Proteina 
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Apendice 5 - Grupos Funcionais Citados no Texto 


1 - H1DROMLA 

2 - CARBONILA (ALDEIDO) 

3 - CARBONILA (CETONA) 

4 - CARBOX1LA 

5 - METIL 


r-ch 2 to-hJ 


12 - G UANIDINO 
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14- SULFIDRILA 
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Apendice 6 - Acidez de Frutas 

Diversas frutas e produtos derivados apresentam elevada acidez, 
com pH < 4,0. Os acidos organicos predominantes sao o cftrico, o malico 
e o tartarico. Em geral, as frutas oriundas de regioes de clima frio sao 
mais acidas que as de regioes quentes. 


FRUTA 

pH 

Acidos nao-volAteis 

Ma$a 

3,3-4,1 

Malico, Cftrico, Latico 

Banana 

4,5 - 5,2 

Cftrico, Malico, Tartarico 

Uva 

3,0-4,5 

Tartarico, Malico 

Goiaba 

3,0 - 3,2 

Cftrico, Malico, Latico 

Limao 

2,2-2,4 

Cftrico 

Manga 

3,3 - 3,7 . 

Cftrico, Tartarico 

Laranja 

3,0-4,0 

Cftrico, Malico 

Mamao 

4,5 - 6,0 

Cftrico, Malico, Cetoglutarico 

Pessego 

3,1-4,2 

Malico, Cftrico 

Pera 

3,4-4,7 

Malico, Cftrico 

Abacaxi 

3,2-4,0 

Cftrico, Malico 

Melao 

5,8 - 6,0 

Cftrico, Malico 
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Apendice 7 - Valores aproximados de pH em produtos de 

OR1GEM ANIMAL E VEGETAL 


Corn base no pH, os alimentos sao agrupados como se segue: 

1 - Muito acidos (pH < 3,7) 

2 - Acidos (pH 3,7 a 4,6) 

3 - Acidez media (pH 4,6 a 5,3) 

4 - Pouco acido (pH > 5,3) 


Vegetal 

pH 

Animal 

pH 

Aspargo 

5,4-5,8 

Manteiga 

6,1-6,4 

Brocolis 

5,2-6,5 

Creme 

4,5 

Repolho (verde) 

5,4-6,0 

Leite - 

6,3-6,5 

Cenoura 

4,9-5,2 

Queijo 

4,9-5,9 

Couve-flor 

5,6-6,5 

Carne de boi (moida) 

5,1-6,2 

Milho (doce) 

7,3 

Presunto 

5,9-6,1 

Pepino 

3,8 

Came de frango 

6,2-6,4 

Berinjela 

5,3-5,8 

Peixe* 

6,6-6,8 

Alface 

6,0-6,4 

Ostra 

4,8-6,3 

Cebola 

5,3-5,8 

Camarao 

6,8-7,0 

Batata 

5,3-5,8 

Caranguejo 

7,0 

Batata-doce 

5,3-5,6 

Lagosta 

7,0 

Espinafre 

5,2-5,6 



Moranga 

5,0-5,4 



Ervilha 

6,0-6,2 



Tomate 

4,2-4,3 




* imediatamente ap6s abate. 
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APENDICE 8 - CORANTES ARTIFICIAIS DE USO PERMITIDO EM 

Alimentos 


LIMITE MAXIMO: 0,01%, exceto leite aromatizado, fermentado e 
geleificado (0,005%). 

ASSOCLA^AO DE CORES: permitido mistura de tres cores. 



FD & C N° 1 
(Azul B rilhante) 



FD&C verde N° 3 




FD & C verm el ho N° 3 
(Eritrosina) 





FD&C azul N° 2 
(Indigocarmina) 
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Indice remissivo 


A 


Agafrao, 447 
A9afrao, 446 
Acetildaidzina, 467 
Acetilgenistina, 467 
Acetilglicitina, 467 

Acido ac&ico, 102, 103, 120, 155, 293, 
327, 466, 483, 484, 485 
Acido ascorbico, 70, 71, 95, 131, 132, 
141, 144, 145, 146, 147, 148, 150, 
151, 183, 186, 187, 189, 190, 203, 
208, 263, 299, 318, 329, 330, 334, 
337, 338, 389, 394, 395, 398, 399, 
400, 401, 402, 403, 404, 405, 406, 
407, 409, 413, 415, 416, 418, 419, 
420, 421, 422, 445, 449, 450, 453, 
455,483 

Acido aspartico, 363, 376 
Acido benzoico, 171, 321, 323 324, 325, 
326 

Acido cafeico, 391 
Acido cianfdrico, 288, 289, 451 
Acido cftrico, 104, 126, 132, 134, 135, 
136, 137, 138, 139, 141, 146, 147, 
148, 151, 154, 237, 263,271,324, 
394, 395, 398, 400, 401, 402, 403, 
405,406,421,449 

Acido clorogenico, 175, 390, 391, 398, 
425,428,429,552,580 
Acido dicetogulonico, 418 
Acido eritorbico, 131, 146 
Acido fitico, 143, 296, 297, 298 
Acido fosfdrico, 74, 75, 132, 148, 263 
Acido g&lico, 127, 136, 137, 204, 209 
Acido graxo livre, 24, 61, 80, 84, 97, 98 
Acido Mtico, 237, 295, 383 
Acido linoleico conjugado, 192, 193, 194 
Acido nitroso, 334, 335, 336 


Acido p-coumarico, 172 

Acido propionico, 323, 325 

Acido qufnico, 425, 428 

Acido sdrbico, 321, 323, 325 

Acido tart&rico, 148, 236, 342 

Acido urico, 64, 166, 168, 189, 203, 204 

Acidos ferrulico, 431 

Acidos glutamico, 351, 359 

Acido sinapico, 172 

A 9 ucar redutor, 414, 416, 417, 422, 426 
Aflatoxina diidrodiol, 305. 306 
Aflatoxina-epoxido, 306, 307, 308 
Agentes complexantes, 132, 144, 147, 
148, 150, 398 

Agua oxigenada, 65, 71, 165, 167, 175, 
176, 179, 182, 183, 203,299,311, 

376, 402,419, 436, 439, 455 
Albumina, 169, 251, 266, 383, 384, 477 
Alcoxil, 40, 43, 49, 62, 65, 68, 80, 129, 
166, 167, 178, 190, 259, 260, 262, 

332, 374 

Aldefdos, 27, 28, 40, 43, 49, 52, 53, 55, 
59, 62, 68, 75,76, 79, 85,91, 101, 

106, 107, 117, 118, 119, 124, 179, 

180, 202, 215, 260, 274, 277, 309, 

330, 379, 416, 422, 498, 539, 550, 551 
Alecrim, 143,280, 281,282 
Alquil, 49, 64, 66 

Amido, 74, 102, 103, 104, 114, 115, 218, 
223, 233, 234, 236, 239, 246, 247, 

256, 267, 268, 271, 296, 297, 298, 

311, 341, 342, 379, 423, 424, 426, 457 
Amilopectina, 247 
Amilose, 247, 268, 269 
Anidrido nitroso, 335, 337, 338 
Anion superoxido, 62, 63, 64, 66, 71 
Antioxidantes, 34, 39, 75, 84, 89, 90, 91. 
95,96, 125, 126, 127, 128, 130, 131. 
132, 133, 135, 137, 139, 141, 143. 
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144, 145, 146, 148, 151, 152, 153, 

154, 155, 157, 159, 164, 166, 168, 

169, 170, 171, 174, 180, 181, 183, 

187, 188, 189, 190, 191,201,202, 

203, 204, 207, 261, 262, 263, 264, 

265, 280, 282, 329, 398, 400, 415, 

445, 447, 449, 450, 470, 478, 479 
Antocianinas, 330, 424, 436, 452, 453, 
454, 455, 456, 459, 462 
Araquidonico, 17, 20, 21,48 
Arginina, 165, 166, 248, 338, 350, 352, 
359,414,415,427 

Ascorbato oxidase, 299, 396, 397, 399 
Asparagina, 85, 350, 352,423, 425 
Atividade da agua (a w ), 24, 313, 320, 322, 
449 


B 

(3-glicosidase, 480 
Benzofurano, 311 
Benzopireno, 294, 327 
Benzoquinona, 392, 394,456 
Betalainas, 447, 449, 459 
Betaninas, 448 

BHA, 84, 127, 128, 130, 133, 134, 135, 
136, 137, 138, 140, 141, 144, 148, 

151, 152, 154, 155, 156, 158, 159, 
202, 447 

BHL, 226, 227, 228, 229, 230, 231, 239, 
240, 242, 268, 271 

BHT, 84, 121, 127, 128, 130, 133, 134, 
135, 136, 137, 138, 140, 148, 151, 

152, 158, 202, 447, 540, 543, 544 
BiochaninaA, 171,467, 474,481,487 
Bixina, 444, 445 

Branqueamento, 16, 51, 75, 186, 318, 
440, 441 

Bromato, 51, 267, 408 

c 


C. Botulinum, 320 

Cafei'na, 425,426,429, 542, 555, 560, 
580, 581 


Cafestol, 425, 428, 577, 578, 579, 580 
Capsaicina, 274, 573, 574 
Capsantina, 449,450 
Capsorubina, 449 

Caramelizagao, 398, 413, 422, 424, 428, 
457 

Caramelo, 4/13, 422, 457, 458 
Caroteno, 34, 51, 52, 57, 68, 69, 75, 76, 
183, 188, 189, 190,191, 192, 203, 329 
Casei'na, 96,150, 217, 246, 251,253, 265, 
310, 355, 383, 388 

Catalase, 164, 165, 166, 168, 170,171, 
176, 180, 181, 183, 184, 185, 187, 

188, 191, 318, 320, 334, 399, 402, 

408,435,436, 438,442,478 
Catecol, 391,408, 409,410,425, 479 
Catequina, 173, 174,204 
Caveol, 428, 577, 578, 579, 580 
Cetonas, 27, 28, 40, 52, 75, 76, 78, 79, 
101,215, 260, 277, 330,498 
Chaconina, 292 
Cianidina, 204, 453, 456 
Ciclamen, 423 

Cistefna, 51,175,182, 249, 252,266, 

305, 307, 338, 349, 350, 352, 371, 
376, 377, 378, 395, 402, 403, 404 
Cistina, 249, 266, 311, 350, 352, 365, 
366, 371,377,427 

Citocromo, 41, 166, 168, 176, 178, 332 
Citral, 277,284 
Citrulina, 165,166 
Cloro, 222,402 

Clorofila, 27, 34, 36, 37, 51, 57, 74, 75, 
76, 100,318 
Clorofilase, 318 
Cloroidrina, 328 

Coalescencia, 218, 228, 233, 256, 257, 
258, 259, 260, 264, 265 
Cobre, 24, 25,95,104, 132, 144, 148, 
151, 164, 171, 179, 182, 184, 185, 
187, 239, 263, 298, 392,400, 403, 
404, 405, 418, 449, 479 
Colesterol, 68, 161,163, 171, 177, 194, 
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